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Resumen 
El género Leishmania está comprendido por parásitos unicelulares que son causantes de 
varias formas de leishmaniasis, un grupo de enfermedades con morbilidad y mortalidad 
significativas especialmente en países en desarrollo. Durante su ciclo de vida el parásito 
vive en ambientes cambiantes en composición iónica, pH, osmolaridad y temperatura, 
demandando del mismo su ajuste para garantizar el intercambio adecuado de nutrientes y 
mantener la homeostasis iónica. Se ha postulado como estrategia de supervivencia la ac-
tividad de una proteína H
+
ATPasa que acoplada a una conductancia de cloruro generan una 
fuerza protón-motriz utilizada para concentrar glucosa y aminoácidos mientras regula pH. 
La naturaleza molecular de la conductancia aniónica es pobremente entendida. Tras la 
inyección de ARNm de Leishmania amazonensis y Leishmania braziliensis en ovocitos de 
anfibio, nuestro grupo identificó una corriente de cloruro voltaje dependiente generada por 
la inyección de material genético del parásito y que condujo a la búsqueda, identificación, 
clonación y caracterización de posibles transportadores aniónicos en Leishmania. En este 
trabajo se estudió la proteína putativa LbClC-D codificada por LbrM33_V2.1260. 
Utilizando cebadores específicos y mediante RT-PCR se obtuvo un amplicón del peso 
esperado de 2733 pb que se clonó en pGEM®-T Easy y se confirmó por secuenciación. La 
secuencia obtenida es 99,6 % idéntica a la reportada en bases de datos. El gen fue luego 
ligado al vector de expresión pmEGFP-1. El plásmido recombinante generado fue 
transfectado en células CHO y HEK293 sobre las cuales se realizaron registros de corriente 
de membrana en la modalidad de célula entera mediante la técnica patch clamp. La 
expresión de mEGFP se verificó por microscopía de epi-fluorescencia lo que sugiere 
expresión de la proteína de interés. La fluorescencia observada se localiza uniformemente 
en las células transfectadas. Se registraron pequeñas corrientes de salida no voltaje-
dependientes de amplitud similar en células no transfectadas y transfectadas a pH 7.4 (p-
valor = 0,216). Sin embargo a pH 4,5, se observan diferencias apreciables en la amplitud y 
cinética de la corriente de células no transfectadas y transfectadas con el vector sólo (56,1 ± 
6,1 pA a +80 mV n = 4) con respecto a células transfectadas con el plásmido recombinante 
(107,9 ± 84,8 pA a +80 mV; n = 4); aunque las diferencias no son estadísticamente 
significativas (p-valor = 0,143). Estos resultados sugieren que LbClC-D se comportaría 
como un co-transportador H
+
/Cl
-
 pH-dependiente, pero deben realizarse más estudios que 
permitan corroborarlo estadísticamente. 
Palabras Clave: Leishmania, Proteína ClC, intercambiador, Cl
-
/H
+
, pH.
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Abstract 
Leishmania are unicelular parasites, which cause the neglected human disease 
Leishmaniasis, a worldwide Public Health problem. During its life cycle this parasite adapts 
to environments with different ionic composition, pH, osmolarity and temperature, while 
securing adequate nutrient exchange and ion homeostasis. To achieved these, the parasite 
expresses a H
+-
ATPase coupled to an anion current to generate a H
+
 driving force use to 
concentrate glucose and amino acids while adjusting pH. The molecular nature of the anion 
current associated is poorly understood. After the injection of total mRNA from Leishmania 
amazonensis and Leishmania braziliensis in amphibian oocytes, our group has recorded 
chloride voltage currents that appear to be of  parasite origin, opening the route to search for 
chloride anion channels in the Leishmania genome. In this study, the putative chloride 
channel of L. braziliensis LbClC-D (LbrM33_V2.1260) was cloned after RT-PCR into 
pGEM®-T Easy. The obtained sequence is 99.6% identical to that deposited at GeneDB. 
The gene was then ligated into the expression vector pmEGFP-1 and transfected into 
mammalian cells for electrophysiological recordings with patch clamp. A small percentage 
of the transfected cells expressed mEGFP that was verify by fluorescent microscopy, and 
presumably the protein of interest. The fluorescence observed was uniformly distributed in 
the cell. Non-voltage dependent outward currents of similar amplitude were recorded in 
control and transfected cells at pH 7.4 (p-value = 0,216). However, apreciable differences in 
both amplitude and kinetics of the current were recorder at pH 4.5 although it were non-
estatistically significant (p-value = 0,143). These findings suggest that LbClC-D would 
behave like a H
+
/Cl
-
 pH-dependent exchanger, but it is needed further studies to confim this 
statistically.  
Keywords: Leishmania, ClC protein, Cl
-
/H
+
, exchanger, pH. 
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Introducción 
Leishmania es un género comprendido por organismos unicelulares de la familia 
Trypanosomatidae, del dominio eucaria, reino protozoa. Varias especies de Leishmania son 
causantes de un grupo de enfermedades conocidas como leishmaniasis, que se presentan en 
diversas formas clínicas [1; 2], para las cuales no existen vacunas y los tratamientos 
farmacológicos disponibles presentan el problema de generar resistencia [3] y toxicidad [18; 
19]. Estas enfermedades son de distribución mundial, tienen morbilidad y mortalidad 
significativas, se estima que actualmente existe una prevalencia de 12 millones de personas 
infectadas, con una incidencia anual de 2 millones de casos nuevos al año y 350 millones de 
personas en riesgo, resultando en más de 70 mil muertes anuales [4; 5; 58]. En Colombia, se 
calcula que existen 12 millones de personas en riesgo y aproximadamente 16.000 casos 
nuevos al año en regiones por debajo de los 1700 metros sobre el nivel del mar [6]. 
Durante su ciclo de vida, parásitos del género Leishmania deben enfrentarse a variaciones 
en las condiciones ambientales tales como pH, osmolaridad y temperatura. El 
mantenimiento de un pH intracelular dentro del rango fisiológico es crucial para la 
sobrevivencia de los parásitos, especialmente cuando afrontan medios ácidos como los 
encontrados en la vacuola parasitófora de su hospedero mamífero [7]. Como mecanismo de 
supervivencia se ha sugerido que Leishmania usa una H
+
ATPasa [8], acoplada a una 
conductancia aniónica [9; 10] y sistemas de transporte que permiten desechar productos del 
metabolismo y controlar osmolaridad [11]. Poco se conoce sobre la naturaleza de los 
canales aniónicos de los parásitos de Leishmania involucrados en estos mecanismos, pero se 
presume que se tratan de proteínas ClC que en células mamíferas están asociadas a 
regulación de pH y volumen celular [12; 13]. 
El grupo de investigación en biofísica y biología de membranas identificó una corriente 
aniónica en ovocitos del anfibio Xenopus laevis, microinyectados con ARNm de L. 
amazonensis [14] y L. braziliensis [15]. Esta corriente disminuye en ausencia de cloruro y 
es sensible a inhibición por DIDS y ácido niflúmico, dos inhibidores reconocidos de canales 
aniónicos. Dado que la corriente identificada presenta una cinética y farmacología diferente 
a las corrientes endógenas del ovocito, se sugirió que esta corriente es generada por la 
expresión en el ovocito de proteínas del parásito [14]. Estos hallazgos generaron en el grupo 
un interrogante: ¿cuál(es) proteína(s) expresa Leishmania para generar una corriente de esa 
naturaleza? Posteriormente se demostró la expresión y se implicó como transportador 
aniónico a la proteína LbClC-A, una proteína tipo ClC-3 en la especie L. braziliensis [16], y 
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además, se demostró la expresión del transcrito para la proteína LbClC-C, una proteína tipo 
ClC-6 en la misma especie de Leishmania [17]. 
En este trabajo se presentan algunos ensayos experimentales con el gen LbrM.33.1260 
(GeneDB) de L. braziliensis –que en adelante se referenciará como LbClC-D– y su producto 
proteico codificado LbClC-D, que por análisis predictivo de su secuencia se comportaría 
como una proteína ClC. Debido al tamaño pequeño del parásito (5-14 µm largo x 1.5-3.5 
µm ancho en promastigotes y 2.4 µm diámetro en amastigotes), su movimiento y la 
abundante presencia de glicolípidos y glicoproteínas en su membrana [59] que interfieren 
con la formación del gigasello (GΩ) [63] y limitan el registro eléctrico directo sobre la 
membrana mediante la técnica patch clamp; se intentó evaluar en un sistema heterólogo la 
actividad de transporte aniónico que se ha asociado a la proteína LbClC-D de L. braziliensis 
por su secuencia. Para este propósito se extrajo ARN del parásito y se amplificó por PCR 
convencional el ADNc correspondiente a la secuencia LbClC-D, que luego de su 
verificación por secuenciación, se clonó en un vector de clonación y se subclonó en un 
vector de expresión con el gen para la proteína fusión verde fluorescente optimizada 
(mEGFP) como reportero. Con el plásmido recombinante generado se transfectaron 
transitoriamente las líneas celulares de mamífero CHO y HEK293, sobre las cuales se 
realizaron registros electrofisiológicos mediante la técnica patch clamp en la modalidad de 
célula entera (whole cell patch clamp), luego de monitorear la expresión del constructo 
foráneo por epifluorescencia.  
Se presenta evidencia experimental de la expresión del transcrito para la secuencia LbClC-D 
en promastigotes y amastigotes axénicos de la especie L. braziliensis. Además se muestra la 
expresión de los transcritos ortólogos de LbClC-D en promastigotes de L. panamensis y L. 
naifi. Los registros de corrientes realizados sobre las células CHO y HEK293 no 
transfectadas, transfectadas con el vector de expresión y transfectadas con el plásmido 
recombinante con LbClC-D no muestran diferencias estadísticamente significativas (test-t). 
Alineamiento múltiple de la secuencia de aminoácidos de LbClC-D indican ausencia de 
residuos conservativos en posiciones que estructuralmente conforman el filtro de 
selectividad de otras proteínas ClC, por lo que se hipotetiza que LbClC-D no tendría 
actividad de transporte asociada, siempre que se exprese en la membrana plasmática 
heteróloga. Análisis filogenéticos agrupan a LbClC-D con proteínas tipo hClC-6, que son 
intercambiadores electrogénicos Cl
-
/H
+
. 
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Objetivos 
Objetivo General 
Describir el fenómeno de transporte iónico en un sistema heterólogo por parte de la proteína 
putativa codificada por la secuencia génica LbCLC-D de Leishmania (GeneDB; GenBank-
CAM40656.1).  
Objetivos específicos 
1. Clonar la secuencia del gen putativo LbCLC-D de Leishmania en un vector de clonación 
y transformar bacterias competentes de E. coli para su amplificación y secuenciación.  
2. Subclonar la secuencia LbCLC-D de Leishmania en un vector de expresión y transfectarla 
en células CHO y HEK293.  
3. Registrar mediante la técnica patch clamp células CHO y HEK293 sin transfectar, 
transfectadas con el vector sin inserto y transfectadas con el plásmido recombinante con el 
inserto LbCLC-D. 
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1. Marco teórico 
1.1 Leishmaniasis 
La infección por Leishmania transmitida a través de la picadura de mosquitos hematófagos 
de la subfamilia Phlebotominae (género Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el 
Nuevo mundo), causa en el ser humano un conjunto de enfermedades conocidas 
colectivamente con el nombre de leishmaniasis, cuyas principales formas son: visceral, 
cutánea y mucocutánea [2]. Las características de cada una de ellas dependen de la especie 
involucrada y de la respuesta inmune de la persona infectada. La leishmaniasis visceral es la 
que mayor mortalidad presenta y es causada por las especies L. donovani, L. infantum y L. 
chagasi. La leishmaniasis cutánea se presenta como una lesión ulcerosa encontrada 
generalmente en el lugar de la picadura del vector y es causada por las especies L. major, L. 
trópica, L. amazonensis y L. mexicana. En la leishmaniasis mucocutánea se producen 
lesiones en las mucosas y tejido cartilaginoso; esta forma es causada por L. panamensis, L. 
guyanensis y L. braziliensis [21]. Algunas especies pueden causar más de una forma de 
leishmaniasis. Este grupo de enfermedades se considera un problema de salud pública serio, 
pues el tratamiento usualmente prescrito consiste en la administración de antimoniales 
pentavalentes, los cuales son cardiotóxicos, nefrotóxicos [18] y hepatotóxicos [19], además 
de ser altamente costosos [20] y de no notificación obligatoria en varios países [6]. La 
leishmaniasis se encuentra distribuida en Norte y Sudamérica, Europa, África y Asia y es 
endémica en las regiones tropicales y subtropicales de 88 países en cuatro continentes. En 
Colombia esta enfermedad está distribuida en aproximadamente el 94% del territorio, su 
mayoría en sistemas de bosque seco y bosque húmedo tropical, y se encuentra ausente en 
San Andrés Isla y en algunas zonas altas del país como la sabana de Bogotá [6; 22]. 
1.2 Biología de Leishmania 
1.2.1 Ciclo de vida 
El ciclo de vida de Leishmania comprende esencialmente el paso alternante de un hospedero 
vertebrado a otro invertebrado, y viceversa, con dos morfologías principales (Fig. 1). Inicia 
con la picadura de un mosquito hembra infectado que inocula parásitos en su estadio 
flagelado infectivo (forma promastigote), en el torrente sanguíneo de un hospedero 
mamífero. Los parásitos son fagocitados por macrófagos y almacenados en un fagosoma 
denominado vacuola parasitófora (VP), donde se diferencian a su estadio intracelular no 
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flagelado (forma amastigote) como consecuencia de las propiedades fisicoquímicas de este 
organelo, y posteriormente se multiplican antes de salir de su célula hospedera a infectar 
nuevas células. Cuando un mosquito ingiere sangre con macrófagos infectados por 
amastigotes, estos son liberados en el intestino medio del vector y se transforman en formas 
flageladas proliferativas no infectivas que se multiplican y se diferencian para migrar a la 
probóscide del insecto para reiniciar el ciclo [1]. La transición durante su ciclo de vida entre 
el intestino del mosquito vector y la VP al interior del macrófago, requiere que Leishmania 
ajuste su permeabilidad iónica ante ambientes que difieren en pH, osmolaridad y 
concentraciones iónicas. 
 
Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania. 
1.2.2 Fisiología celular 
La composición de la membrana plasmática de Leishmania es diferente para sus dos estados 
morfológicos durante su ciclo de vida. En el promastigote se expresan en un alto número de 
copias moléculas de lipofosfoglicanos implicados en adhesión y proteínas ancladas a GPI 
(glucosil phosphatidyl inositol), mientras que en el amastigotes están ausentes [23]. Otros 
componentes de membrana como la glicoproteína GP63, se encuentran en ambas formas 
abundantemente. La membrana también aloja proteínas integrales cuya función es 
transportar grandes moléculas como glucosa para obtener energía [24] o bases nitrogenadas 
para proliferación celular [25].  
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Otras células eucariota expresan o activan transportadores iónicos en la membrana como 
mecanismo ante retos homeostáticos tales como cambios en la distribución de carga, 
regulación de pH, volumen y osmolaridad. Se presume que Leishmania debe emplear 
mecanismos similares teniendo en cuenta los cambios que sufre al pasar de un ambiente a 
una temperatura de ~24 °C, pH ~7,4 [8] y osmolaridad >300 mOsm [26] en su etapa 
promastigote dentro del intestino del vector; al ambiente de la VP de la célula hospedera, 
con una temperatura de ~35-37 ºC, pH alrededor de 5 [27] y osmolaridad entre 150 y 250 
mOsm [26]. Bajo estas condiciones el parásito en la forma amastigote se vería 
constantemente inundado por protones (H
+
) hacia su interior, con lo cual cambiaría 
drásticamente su pH, sin embargo, se ha demostrado que se mantiene cercano a pH neutro 
[28]. El mecanismo llevado a cabo en otras células eucariota para regular pH es la acción de 
una H
+
ATPasa acoplada a un canal aniónico [29; 30]. Se ha descrito en la membrana del 
parásito una H
+
ATPasa tipo P [8; 25; 31] cuya función sería sacar protones hacia el medio 
extracelular para generar un gradiente electromotriz de este ión para el cotransporte activo 
secundario de L-prolina y D-glucosa, al tiempo que contribuye con el pH intracelular 
cercano a la neutralidad y el potencial eléctrico de la membrana [32]. Esta H
+
ATPasa 
contribuye con la regulación del pH intracelular en promastigotes y amastigotes de L. 
donovanni [28; 33], L. major [9; 10], y L. mexicana amazonensis [8]. Esta H
+
ATPasa se 
encuentra acoplada a un canal aniónico sensible a 4-4-diisothiocianostilbeno-2-2-ácido 
disulfónico (DIDS; inhibidor de canales aniónicos) [9] pero su naturaleza es aún 
desconocida.  
Bajo estos cambios de ambiente Leishmania también debe regular su volumen mediante 
algún mecanismo. En la VP ocurren variaciones en la osmolaridad que oscilan entre 150 y 
250 mOsm a las que el parásito responde con un mecanismo de regulación de volumen 
llamado decremento del volumen regulado (RVD). En un medio hipotónico la respuesta es 
la liberación de solutos como Na
+
, K
+
 y Cl
-
 desde acidocalcisomas [34] y liberación de 
algunos algunos aminoácidos en dependencia de kinasas y ácido araquidonico [35; 36]. 
Faltan estudios concluyentes sobre la respuesta de Leishmania a condiciones hipertónicas. 
Todos estos mecanismos que involucran transporte iónico tienen una relación directa con la 
acumulación de carga a uno y otro lado de la membrana, con lo cual se esperaría efectos 
sobre el potencial de membrana (Vm). En L. major se ha encontrado una diferencia entre el 
Vm en promastigotes (-113 ± 4 mV) [9] y el Vm en amastigote (-83mV) [37] que se 
presume es consecuencia de la actividad conjunta de un canal aniónico acoplado a una 
bomba P H
+
ATPasa. En L. mexicana se detectaron corrientes aniónicas en la membrana 
plasmática, mediante la reconstitución de esta en bicapas lipídicas [38], sin embargo, la 
naturaleza de las moléculas responsables no es clara. 
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1.3 Transporte de iones a través de membranas biológicas y 
canales de cloruro 
El transporte de iones y moléculas es fundamental para la vida y debe hacerse a través del 
lindero de la célula, la membrana celular. Para garantizar intercambio de moléculas y a la 
vez mantener diferencias entre su interior y exterior la membrana celular es semi-permeable. 
En particular aquellos átomos o moléculas con carga neta por su baja solubilidad en la 
bicapa lipídica son poco permeables a través de la membrana. En consecuencia, su 
transporte se garantiza a través de proteínas especializadas que por su naturaleza anfipática 
pueden estar inmersas en el espesor de la membrana. Algunasde estas proteínas integrales 
de membrana (bombas e intercambiadores) llevan a cabo la función de construir gradientes 
iónicos haciendo uso de energía. Las primeras gastan energía, que puede ser en forma de 
ATP, para llevar un ión en contra de su gradiente electroquímico (transporte activo 
primario) mientras que los intercambiadores usan la energía potencial del gradiente 
electroquímico de un ión para concentrar otro ión u otra molécula (transporte activo 
secundario). El mecanismo por el cuál las bombas logran transportar sus sustratos está dado 
por cambios en su conformación, acople temporal con el sustrato y cambio de afinidad 
energía dependiente, lo que resulta en tasas de transporte bajas. 
La disipación de la energía potencial de los gradientes construidos por bombas e 
intercambiadores permite el transporte de iones, monosacáridos y aminoácidos a través de 
transportadores selectivos: canales iónicos o transportadores de monosacáridos o 
aminoácidos respectivamente (transporte pasivo). Se acepta como mecanismo de transporte 
para canales iónicos el flujo selectivo de iones a favor de un gradiente electroquímico por un 
poro acuoso en la estructura del canal que atraviesa el espesor de la membrana celular 
(Hille, 2001). Estas moléculas presentan las tasas de flujo de transporte más altas. Se pueden 
clasificar según el mecanismo de apertura o el ión que transportan (Hille, 2001). Los 
transportadores a su vez transportarían su substrato a favor del gradiente electroquímico 
luego de acoplarlo y de cambios de conformación en la estructura de la proteína que resultan 
en tasas de flujo intermedias. 
Los familia CLC incluye canales voltaje dependientes de voltaje e intercambiadores 
anión/H
+
. Es notorio de esta familia que la misma estructura molecular explica dos 
mecanismos de transporte diferentes: canal iónico e intercambiador (Miller 2006). Todos los 
CLC estudiados en bacterias son intercambiadores. En células eucariota, la localización 
celular de estas moléculas muestra que los que se comportan funcionalmente como canales 
de Cl
-
 se ubican hacia la membrana plasmática en donde se asocian con estabilización de 
potencial de membrana y regulación de volumen; mientras que los intercambiadores se 
restringen a membranas endosomales donde se postulan como shunts acoplados a bombas 
H
+
ATPasas vacuolares para facilitar la acidificación de estos compartimientos (Miller 
2006) o la concentración de un anión de interés (De Angeli et al. 2006; Novarino et a. 
2010). 
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Los canales iónicos son proteínas trans-membranales que forman un poro acuoso, 
permitiendo el flujo selectivo de iones a través de la membrana a favor de un gradiente 
electroquímico. Estos se clasifican según el ión que transportan o según el mecanismo de 
apertura en canales dependientes de voltaje, dependientes de ligando y mecanosensibles 
[39]. Los canales aniónicos son aquellos permeables a iones pequeños y monovalentes como 
Br
-
, I
-
, NO3
-
, HCO3
-
, SCN
-
 y Cl
-
, pero se conocen comúnmente como canales de cloruro 
debido a que en los seres vivos este anión es más abundante respecto a los otros [12;39]. 
Las proteínas que transportan cloruro en membranas biológicas y que se han identificado 
hasta el momento corresponden a tres clases dependiendo de su forma de activación y 
estructura molecular: Los receptores activados por ligando, entre los que están el receptor 
GABA (ácido gama aminobutírico) y el receptor glicina, que permiten el paso de Cl
-
 
después de la unión de ligando al receptor [40]. Los canales CFTR (proteína reguladora 
transmembrana de la fibrosis quística) que se activan independientemente de voltaje y 
requieren de ATP para transportar, por lo cual no son realmente canales sino que pertenecen 
a la familia de transportadores ABC, los cuales utilizan energía obtenida de la hidrólisis de 
ATP para movilizar iones a través de la membrana [41]. Por último están los canales CLC 
que corresponden a la familia de canales de cloruro dependientes de voltaje. 
1.3.1 Proteínas ClC 
Las proteínas transportadoras de Cl
-
 de la familia ClC está conformada por canales iónicos 
dependientes de voltaje selectivos a Cl
-
 y por co-transportadores Cl
-
/H
+
 [42; 43; 44; 45; 46; 
47; 48]. Los primeros catalizan el transporte transmembrana de pequeños aniones 
inorgánicos vía electrodifusión pasiva a través de un poro acuoso, mientras que los co-
transportadores, median el intercambio estequiométrico de Cl
-
 por H
+ 
[52]. En mamíferos se 
han identificado 9 sub-familias (ClC0-7, ClC-K-a-b), en donde su función contribuye a 
estabilizar el potencial de membrana en células excitables de mamíferos, transporte de agua 
en epitelios y acidificación de vesículas en la vía endocítica [42; 43]. Se ha demostrado que 
algunos de ellos son intercambiadores electrogénicos Cl
-
/ H
+
 [44; 45; 46]. En endosomas, 
ClC-5 funciona como intercambiador con estequiometría 2Cl
-
/ H
+
, sacando H
+
 y 
concentrando Cl
-
 en la luz de compartimientos endosomales. La salida de H
+
 estaría 
disipando el trabajo de la bomba H
+
ATPasa vacuolar, que acidifica el endosoma, por lo que 
se argumenta que su función no favorece acidificación endosomal. Estudios usando 
mutantes de este canal en donde desacoplan su capacidad de intercambiador y actúan sólo 
como canales de cloruro, indican que su función sería concentración de Cl
-
 en la luz 
endosomal, que al igual que el gradiente de H
+
, favorece la progresión en la vía endocítica 
[47]. Las proteínas ClC-6 se localizan intracelularmente por sobre-expresión en células 
CHO y COS en la membrana de retículo endoplasmático. ClC-6 y ClC-7 han sido también 
descritos como moléculas presentes en la membrana lisosomal e incluso se presume que 
estas moléculas podrían ser transportadores Cl
-
/H
+
 encargados del mantenimiento del pH en 
lisosomas [12]. 
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El estudio de proteínas ClC comenzó hace más de 30 años cuando Miller descubrió el canal 
de Cl
-
 aislado desde el órgano eléctrico de la raya Torpedo californica [48], posteriormente, 
mediante estudios electrofisiológicos pudo establecer que funciona como un dímero 
constituido por dos subunidades idénticas cuya apertura y cierre son independientes [49]. La 
cristalización del intercambiador EcCLC de Eschericheae coli confirmó la estructura 
dimérica (Fig. 2A) y reveló más información acerca de la estructura de esta familia de 
proteínas. De la estructura del EcCLC se encontró que cada monómero tiene una 
arquitectura antiparalela en forma de reloj de arena (Fig. 2B) y que cada uno está 
constituido por 18 hélices transmembrana [50]. 
A.  B.  
Figura 2. Estructura tridimensional de una proteína CLC. A. Vista lateral de la estructura terciaria dimérica con 
la región extracelular hacia arriba. Las esferas verdes representan el ión cloruro. B. Estructura antiparalela del 
monómero [50]. 
A pesar de existir proteínas de esta familia que se comportan como canales o como 
intercambiadores se ha asumido un mecanismo común de selectividad. Gracias a la 
estructura cristalizada de EcClC se pudo explicar el mecanismo de selectividad iónica y de 
apertura de este tipo moléculas. Se encontraron tres regiones altamente conservadas que 
conformarían el filtro de selectividad de una proteína ClC y que contienen aminoácidos 
cuya naturaleza permite la estabilización energética de los aniones. Se identificaron tres 
sitios de unión del anión a esta molécula denominados Sext, Scen y Sint que corresponden a los 
residuos E148, Y445 y S107 respectivamente [51]. En estos lugares los aniones serían 
estabilizados por la interacción electrostática con los extremos amino positivos de las α-
hélice N y F (Fig. 3B) y por un mecanismo de coordinación química con los átomos de 
nitrógeno amida de los residuos I356 y F357 y átomos de oxígeno de la cadena lateral de los 
aminoácidos S107 y Y445 de la proteína EcClC, homólogo de proteínas ClC (Fig. 3A) [50]. 
El mecanismo de apertura y cierre del canal es llevado a cabo por el residuo E148, que 
dependiendo de su conformación topológica, permite o nó la estabilización del cloruro en el 
sitio Sext (Fig. 3B). Cuando el intercambiador se encuentra cerrado, el grupo carboxilo de la 
cadena lateral de E148 ocupa la posición Sext impidiendo el paso de iones. Cuando se 
encuentra abierto, los tres sitios Sext, Scen y Sint son ocupados por aniones transitoriamente 
mientras fluyen de un lado a otro de la membrana [51]. 
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A.  B.  
Figura 3. Filtro de selectividad de una proteína CLC. A. Interacción electrostática y coordinación química del 
anión. La esfera roja representa el anión estabilizado. B. Mecanismo de apertura y cierre del canal EcCLC. El 
residuo E148 cierra el canal al ocupar el sitio de estabilización del anión Sext [51]. 
El mecanismo descrito previamente no explica completamente el funcionamiento de este 
tipo de proteínas pues se ha comprobado que ClC3-7 funcionan también como 
intercambiadores Cl
-
/H
+
. Estudios de mutagénesis en EcCLC han demostrado que el residuo 
E203 está involucrado en el mecanismo del co-transporte de H
+
 y que la activación de este 
sería promovida por variaciones de pH [52; 53]. Además se ha encontrado que mutaciones 
en E267 de la proteína hCLC-6, que corresponde a E203 de EcCLC, impiden el transporte 
de H
+
 y reducen las corrientes de cloruro [54]. 
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2. Metodología 
2.1 Líneas celulares 
El estudio de la secuencia LbClC-D se realizó principalmente a partir del estadio 
promastigote de parásitos de Leishmania braziliensis, no obstante, se hicieron algunos 
ensayos experimentales a partir de promastigotes de Leishmania panamensis y Leishmania 
naifi, así como en amastigotes axénicos de L. braziliensis. La expresión de la proteína 
LbClC-D para ensayos de electrofisiología se llevó a cabo en dos líneas celulares 
heterólogas, por lo que se cultivaron células de ovario de Hamster chino (CHO) y células de 
riñón de embrión humano (HEK293).  
2.1.1 Cultivo de parásitos 
Parásitos en estadio promastigote de las especies L. braziliensis (cepa HOM/BR/75/M2903) 
L. panamensis (MHOM/CO/87CL412) y L.naifi (MHOM/BR/79/M553) se cultivaron en 
suspensión partiendo de una concentración de 1x10
6
 células/mL en frascos de cultivo de 25 
mL con 10 mL de medio de cultivo Schneider´s S9895 (Sigma-Aldrich), suplementado con 
5 % de suero fetal bovino (SBF; Danovo - Biowest) y mantenidos a 27 °C con pH 7,2.  
Aproximadamente 4-5 días después, cuando los parásitos se encontraban en fase 
estacionaria de crecimiento a una densidad de 6x10
7
 células/mL reconocida por la 
formación de rosetas (Fig. 4A) en más del 80% de la población [55], fueron utilizados para 
la extracción de ARN.  
 
 
 
- 32 -  2. Metodología 
 
 
A.  B.  
Figura 4. A. Promastigotes de L. braziliensis en fase estacionaria formando rosetas. B. Amastigotes axénicos 
obtenidos a partir de promastigotes de L. braziliensis. 
Los amastigotes axénicos de L. braziliensis se obtuvieron en cultivo a partir de 
promastigotes aplicando shock térmico a 35 °C y disminuyendo el pH a 5,5 en el medio de 
cultivo, con lo que adoptaron la forma redondeada típica de la morfología de parásitos en su 
estadio amastigote (Fig. 4B). 
2.1.2 Cultivo de líneas celulares heterólogas 
El cultivo de células CHO y HEK293 (Fig. 5) en monocapa se realizó en frascos de cultivo 
de 25 cm
2
 con medio RPMI suplementado con 5% de SBF a 37 °C en atmósfera de 5 % de 
CO2. Para su mantenimiento se hicieron pases luego de alcanzar confluencias del 80-100 % 
(~ 8x10
5
 células) mediante tratamiento enzimático con 1 mL de tripsina 1% (Lonza). 
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A  
B.  
Figura 5 Microscopía de contraste de interferencia diferencial de Nomarski (DIC) de células de mamífero. A. 
Células CHO en vista 10x y 40x. B. Células HEK293 en vista 10x y 40x. 
2.2 Extracción de ARN de Leishmania 
La extracción de ARN total se realizó con el kit comercial TRIzol® LS Reagent (Invitrogen, 
No. catálogo 10296-010) el cual contiene una solución de fenol e isotiocianato de guanidina 
que solubiliza y desnaturaliza proteínas sin comprometer la integridad del RNA en células 
ricas en polisacáridos y proteoglicanos [57] como se ha reportado previamente para 
Leishmania [59]. El siguiente esquema resume los pasos en el proceso de extracción de 
ARN. 
 
 
 
 
 
Homogenización 
TRIzol 
Fase de Separación 
Cloroformo 
 
Fase de Precipitación 
Alcohol Isopropílico 
Fase de Lavado 
Etanol 75% 
Disolución 
Agua tratada con DEPC 
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A partir de 1 mL de promastigotes y amastigotes de L. braziliensis y promastigotes de L. 
panamensis y L. naifi en fase estacionaria a una concentración de 6x10
7
 células/mL se 
obtuvo un pellet por centrifugación que se lavó tres veces con buffer salino de fosfatos PBS 
para eliminar impurezas de medio de cultivo. Luego se adicionó 1 mL del reactivo TRIzol® 
a cada muestra, se homogenizó por pipeteo y se incubó por 5 minutos para completar la 
disociación de nucleoproteínas. Posteriormente se centrifugó la mezcla a 12.000 x g durante 
10 minutos a 4 °C para eliminar el exceso de polisacáridos presentes en las células de los 
parásitos de Leishmania. Se recolectó el sobrenadante en un tubo eppendorf y se descartó el 
pellet. Se adicionaron 200 μL de cloroformo, se agitó por 15 segundos y se incubó por 2 
minutos a temperatura ambiente. Se centrifugó nuevamente a 12.000 x g durante 15 minutos 
a 4 °C y se observaron tres fases en el tubo: la fase inferior orgánica que contenía la mezcla 
fenol-cloroformo con alto contenido de lípidos, la interfase con ADN y proteínas, y una fase 
superior acuosa que contiene el ARN total. Esta última fase fue transferida a un tubo 
eppendorf, a la que se adicionaron 400 μL de isopropanol para precipitar el ARN. Se realizó 
agitación manual y se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugó a 
12.000 x g durante 10 minutos a 4 °C. El precipitado se lavó dos veces con 1 mL de etanol 
75% (v/v) para solubilizar las sales. Se centrifugó a 7.500 x g durante 5 minutos a 4 °C y se 
retiró el etanol. El pellet se resuspendió en 10 μL de agua estéril tratada con 
dietilpirocarbonato 0,1 % (DEPC; Sigma-Aldrich) libre de nucleasas. Para verificar su 
integridad, el ARN total se corrió por electroforesis a 70 V durante 90 minutos en un gel de 
agarosa al 1,0 % en solución TAE 1X con 30 ng de bromuro de etidio 0,5 μg/mL (Sigma-
Aldrich) para ser revelado con luz UV. Además se cuantificó su concentración mediante la 
lectura de absorbancia a 260 nm y su pureza con la relación A260/A280 en un 
espectrofotómetro Biospec-Mini (Shimadzu-Biotech).  
2.3 Síntesis de ADN complementario (ADNc) 
Luego del tratamiento enzimático con ADNasa I, el ARN extraído de cada especie de 
Leishmania se utilizó como plantilla para la síntesis del ADN complementario (ADNc) con 
el kit comercial First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, No. catálogo 11904-
018). Secuencias de oligonucleótidos de desoxitimidina (oligodT) fueron utilizados como 
cebadores inespecíficos que hibridaron con las secuencias de poliadenina de los ARN 
mensajeros para iniciar la síntesis de ADNc por una enzima retrotranscriptasa. Se preparó 
una muestra con ARN de cada especie para la síntesis de ADNc, las otras dos muestras 
fueron un control RT (retrotranscriptasa) y un control ARN especificados en el kit como se 
muestra en la tabla 1. 
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Tabla 1. Mezcla de reacción inicial para la síntesis de ADNc 
Reactivo 
L. braziliensis o                          
L. panamensis o L. naifi 
Control RT Control ARN 
ARN total L. braziliensis,                  
L. panamensis, L. naifi (ng) 
30 ng (3 µL) 30 ng (3 µL) x 
Control ARN (50 ng/µL) x x 1 µL 
10 mM mezcla dNTP´s 1 µL 1 µL 1 µL 
Oligo dT (0,5 µg/µL) 1 µL 1 µL 1 µL 
Agua D.E.P.C 5 µL 5 µL 7 µL 
 
Los tubos con las mezclas iniciales de reacción se incubaron durante 5 minutos a 65 °C 
(denaturalización) y luego se colocaron en hielo durante 1 minuto. Simultáneamente para 
cada muestra se preparó otra mezcla de reacción como se muestra en la tabla 2. 
Tabla 2. Mezcla de reacción complementaria para la síntesis de ADNc 
Reactivo Para una reacción 
10X buffer RT 2 µL 
25 mM MgCl2 4 µL 
0,1 M DTT 2 µL 
RNasa OUT 1 µL 
 
A cada muestra preparada previamente (tabla 1) se le adicionó la mezcla de reacción 
complementaria, se mezcló suavemente, se centrifugó durante 1 minuto a 4.000 x g y se 
incubó a 42 °C por 2 minutos (hidridización). Posteriormente se le adicionó 1 µL de enzima 
retrotranscriptasa Superscript III a cada tubo, con excepción del control RT; se incubó 
durante 50 minutos a 42 °C (síntesis) y luego 15 minutos a 70 °C (terminación). Finalmente 
se colocó la muestra en hielo, se adicionó 1 μL de ARNasa H y se incubó durante 20 
minutos a 37 °C para degradar el exceso de ARN y asegurar únicamente la presencia de 
ADNc en el tubo. 
 
2.4 Diseño de cebadores 
Con base en la secuencia putativa (GeneDB LbrM33_V2.1260) de Leishmania braziliensis, 
reportada en el proyecto “The Leishmania braziliensis genome project” del Sanger Institute 
[60], se diseñaron tres pares de cebadores mediante el programa Primer-BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool). El primer par de cebadores se 
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diseñó con el objetivo de obtener la secuencia completa de LbClC-D, añadiendo la 
secuencia Kozak en su extremo 5´ y eliminando el codón de parada para su inserción 
posterior en algún vector de expresión mamífero que permitiera fusionar LbClC-D a una 
proteína fluorescente; y para tener una fuente de plantilla a partir de la cual hacer 
reamplificaciones. El segundo par de cebadores se diseñó para obtener una secuencia interna 
más corta de LbClC-D que permitiera secuenciar el fragmento completo clonado. El tercer 
par de cebadores se diseñó añadiendo secuencias de sitios de restricción para las enzimas de 
restricción EcoRI en el extremo5’ y BamHI en el extremo 3’ para realizar subclonación en 
el vector de expresión mamífero empleado (tabla 3). Antes de diseñar la tercera pareja de 
cebadores se verificó mediante la herramienta NEBcutter V2.0 
(http://tools.neb.com/NEBcutter2) que las enzimas de restricción referidas no digirieran el 
fragmento completo clonado de la secuencia LbClC-D. 
Tabla 3. Cebadores diseñados y sus parámetros fisicoquímicos. En rojo se señalan sitios de restricción para 
EcoRI y BamHI. En sombra los nucleótidos adicionados (AT) para completar el marco de lectura abierto para la 
mEGFP que se fusionará al extremo 3´ de LbClC-D. 
Cebador Secuencia (5´→3´) Longitud Inicio Terminación Tm %GC 
2733 (Fw) AAGATGGCTCGCTACGAGTCTGTGGA 26 1 23 61,1 54 
2733 (Rv) CCGGTGATGGGGTGATGGTCCAGCCA 26 2733 2708 65 65 
Longitud del producto:  2733pb 
 
Cebador Secuencia (5'→3') Longitud Inicio Terminación Tm %GC 
1365 (Fw) GGGGATTCCGGAGGT 15 
474 488 47,4 67 
1365 (Rv) CCGAAGAGCGCAAACA 
16 1838 1823 45.9 56 
Longitud del producto 1365pb 
 
Cebador Secuencia (5´→3´) Longitud Inicio Terminación Tm %GC 
DFwEcoRI 
ATATATGAATTCAAGATGGCTCGCTAC
GAGTCTG 34 1 19 71.3 44 
DRvBamHI 
ATATATGGATCCATCCGGTGATGGGGT
GATG 31 2733 2717 71.9 52 
Longitud del producto 2750 pb 
 
Utilizando el programa Primer-BLAST se verificó que los cebadores diseñados no 
reconocieran secuencias al interior de los vectores de clonación y expresión utilizados en 
este trabajo. Las Tm y el % GC se calcularon con el programa oligocalc 
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). 
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2.5 Amplificación de la secuencia LbClC-D mediante la 
técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Para realizar la amplificación del fragmento LbClC-D se utilizó el ADNc sintetizado como 
plantilla y los cebadores previamente diseñados. Se preparó la siguiente mezcla de reacción: 
Tabla 4. Mezcla de reacción para la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar la secuencia 
completa LbClC-D. 
Reactivo Volumen (µL) 
PCR Buffer 10X sin Mg 5,0 
50 mM MgCl2 1,5 
10 mM mezcla dNTP´s 1,0 
10 µM 2733 (Fw) 1,0 
10 µM 2733 (Rv) 1,0 
Taq Platinum DNA Polimerase (5 U/µL) 0,20 
ADNc 2,0 
Agua HPLC libre de nucleasas 38,3 
Volumen final 50,0 
 
Los tubos con la mezcla de reacción fueron agitados y sometidos a un programa de 
variación de temperatura previamente estandarizado durante el trabajo y llevado a cabo por 
un termociclador modelo C1000 (Bio-Rad). El protocolo de temperatura fue el siguiente: 
Tabla 5. Programa de variación de temperatura y tiempos empleados en la PCR para obtener la secuencia 
completa de LbClC-D. 
Programa Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos 
Iniciación 94 5 1 
Desnaturalización 94 30 s.  
35 Hibridación 58,9 1 
Extensión 72 2,5 
Elongación final 72 15 1 
Almacenamiento 4  0 
 
El producto de PCR obtenido se sembró en un gel de 1,5 % de agarosa en solución TAE 1X 
con 30 ng de bromuro de etidio, se corrió por electroforesis a 80 V durante 90 minutos y se 
reveló con luz UV. 
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2.6 Extracción del producto de PCR desde el gel de agarosa 
Se cortó la sección de gel de agarosa con las bandas de los productos de amplificación de la 
secuencia LbClC-D y se procedió a hacer la extracción del ADN utilizando el kit CONCERT 
Rapid Gel Extraction System (LIFE TECHNOLOGIES, GIBCOBRL, Cat. No 11456-019). 
El ADN obtenido se resuspendió en agua HPLC libre de nucleasas y se cuantificó por 
espectrofotometría. 
2.7 Clonación del producto de PCR en pGEM®-T Easy 
2.7.1 Reacción de ligación 
Con el ADN obtenido de la extracción desde el gel de agarosa con la banda del peso 
esperado para la secuencia LbClC-D, se realizó la reacción de ligación siguiendo las 
instrucciones para el vector de clonación pGEM®-T Easy (Promega; Fig. 6) en una relación 
inserto: vector 1,5:1 según la ecuación:  
 ng inserto =
 ng  vector    kb  inserto  
 kb  vector  
 rata inserto: vector   Ecuación (1) (promega). 
La mezcla para la reacción de ligación fue la siguiente: 
Tabla 6. Mezcla de reacción para la ligación de la secuencia LbClC-D al vector de clonación pGEM®-T Easy  
Reactivo Volumen (µL) 
Buffer2X ligación rápida  5 
pGEM®-T Easy (50,0 ng/µL) 1 
Amplicón purificado LbClC-D 2733 pb (22,8 ng/µL) 3 
DNA ligasa T4 (3U/µL) 1 
Volumen final 10 
 
La reacción de ligación se incubó a 4 ºC toda la noche para aumentar la eficiencia de 
ligación del producto. 
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A.  B.  
Figura 6. A. Mapa del vector de clonación pGEM®-T Easy. Se muestra el origen de replicación (f1 ori), el 
operón lacZ utilizado para la selección de clones positivos, las secuencias de inicio de transcripción promotores 
para la RNA polimerasa SP6 - T7 y múltiples sitios de reconocimiento de enzimas de restricción. B. Secuencia 
del vector pGEM®-T Easy. Entre paréntesis se muestra el sitio de inserción del producto de PCR. 
2.7.2 Reacción de transformación 
Para la transformación se usaron células de Escherichia coli TOP 10 competentes 
previamente procesadas. Para la competencia de las células se cultivó la cepa referida de E. 
coli en un tubo falcon de 50 mL con medio LB hasta alcanzar una densidad óptica a 550 nm 
de 0,5. Posteriormente se centrifugó por 7 minutos a 4600 rpm a 4 °C para precipitarlas y se 
resuspendieron en medium (LB 20 g/L; PEG4000 10 % p/v; DMSO 5%; CaCl2 10 mM; 
MgSO4 10 mM; glicerol 10%; pH 7.0; y se esterilizó en autoclave) en proporción 1:10 
incubando en hielo por 10 minutos. Finalmente se les proporcionó un choque térmico con 
un pulso de inmersión en N2 líquido y se almacenaron a -70 °C hasta su utilización.  
La reacción de transformación se realizó adicionando 50 μL de bacterias competentes a 2 
μL de reacción de ligación en un tubo eppendorf. Se agitó suavemente, se incubó en hielo 
durante 20 minutos, se dio un choque térmico a 42 °C durante 45 segundos y se colocó de 
nuevo en hielo durante 2 minutos. Se adicionaron 900 μL de medio líquido LB (20 g/L) y se 
dejaron crecer durante 1,5 horas a 37 °C con agitación de 150 rpm. Finalmente se sembraron 
en cajas de Petri previamente preparadas con medio LB-agar (35 g/L), ampicilina (100 
µg/mL), IPTG (100 µL) y X-gal (20 µL). Se dejaron crecer por 16 horas a 37 °C para 
verificar la aparición de UFC´s positivas. 
2.7.3 Análisis de UFC´s positivas 
La expresión de la enzima β galactosidasa al reaccionar con el β galactósido X-gal presente 
en el medio de cultivo produce coloración azul. Por el contrario, la inserción del producto de 
PCR correctamente en el vector impide su expresión, por lo que las colonias positivas 
presentan coloración blanca. Se seleccionó 1 UFC blanca (la única positiva), se repicó en 10 
mL de medio líquido de cultivo LB (20 g/L) con ampicilina (100 μg/mL) y se dejó crecer 
durante 16 horas a 37 °C. Se tomaron 5 mL del cultivo de la UFC y se hizo extracción de 
ADN plasmídico usando el kit de extracción Axygen Plasmid Miniprep® (Bioscience), se 
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cuantificó a la A260 y se verificó su pureza con la relación A260/A280 por espectrofotometría. 
Para verificar la UFC positiva se realizó la digestión del ADN plasmídico obtenido usando 
la enzima de restricción EcoRI, que permite la separación del producto clonado gracias a los 
sitios de restricción del vector flanqueantes para el amplicón insertado (Figura 6, mapa del 
vector). Para la digestión del ADN plasmídico se hizo la mezcla de reacción: 2 µL buffer 4 
10X (NEB); 5 µL (300 ng) ADN plasmídico, 0.2 µL (5 U) EcoRI (NEB) y se completó el 
volumen a 20 µL con agua HPLC libre de nucleasas. La reacción de digestión se incubó a 
37 °C durante 1 hora, los productos de reacción se sembraron en un gel de 1,5 % de agarosa 
en solución TAE 1X con 30 ng de bromuro de etidio y se corrieron por electroforesis a 80 V 
durante 90 minutos. El gel se reveló con luz UV. 
Para complementar la verificación de la UFC positiva se preparó una mezcla de reacción de 
PCR convencional usando los cebadores para el producto de 2733 pb, los cebadores para el 
producto de 1365 pb y una combinación de los mismos. Como plantillas se utilizaron el 
cultivo en LB de la UFC positiva, el plásmido recombinante aislado a partir de ella, el 
amplicón LbClC-D purificado, el cDNA de L. braziliensis y se utilizaron las mismas 
condiciones de temperaturas previamente descritas para la amplificación. El tiempo de 
iniciación se aumentó a 10 minutos a 94 °C para asegurar la lisis de las células e inactivar 
nucleasas. Los productos obtenidos se sembraron en un gel de 1,5 % de agarosa en solución 
TAE 1X con 30 ng de bromuro de etidio y se corrieron por electroforesis a 90 V durante 
120 minutos. Posteriormente se reveló con luz UV para su visualización. La verificación 
final de la secuencia clonada para el producto LbClC-D, se realizó haciendo secuenciación 
de extensión simple de ADN plasmídico, usando cebadores universales T7, SP6, cebadores 
para el producto completo de 2733 pb y cebadores para el producto interno de 1365 pb. La 
secuenciación fue hecha a través del servicio de Macrogen USA (www.macrogenusa.com). 
Finalmente, cultivo de la UFC positiva se almacenó en glicerol estéril a -70 °C como 
reserva de la secuencia LbClC-D clonada para futuros usos. El ADN plasmídico extraído a 
partir de la UFC positiva se conservó a -20 °C para ensayos posteriores.   
2.8 Subclonación del producto de PCR en el vector de 
expresión pmEGFP-1 
Utilizando los cebadores diseñados con los sitios de restricción para las enzimas EcoRI 5´ y 
BamHI 3´ (DFwEcoRI y DRvBamHI) y empleando como plantilla el plásmido 
recombinante obtenido previamente, se realizó una PCR, estandarizando previamente las 
condiciones (tabla 7), para amplificar la secuencia LbClC-D con los sitios de restricción 
referidos en cada extremo. La composición de la reacción de PCR es como lo muestra la 
tabla 4. El protocolo de variación de temperatura y tiempos empleados se muestra en la 
tabla 7: 
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Tabla 7. Programa de variación de temperatura y tiempos empleados en la PCR a partir del plásmido 
recombinante pGEM®-T Easy + LbClC-D para obtener LbClC-D con sitios de restricción 5´EcoRI y 3´BamHI. 
Programa Temperatura (°C) tiempo (min) Ciclos 
Iniciación 94 5 1 
Desnaturalización 94 30 s.  
35 Hibridación 64,4 2 
Extensión 72 3 
Elongación final 72 15 1 
Almacenamiento 4  0 
 
La secuencia LbClC-D amplificada fue purificada desde la sección de gel con la banda de 
peso esperado como se refirió previamente y se cuantificó midiendo la A260 en el 
espectrofotómetro. Para la secuencia amplificada LbClC-D y el vector de expresión 
pmEGFP-1 (Addgene plasmid 36409 - figura 7) purificados, se prepararon dos reacciones 
de digestión con las enzimas de restricción EcoRI y BamHI, como se presenta en la tabla 8: 
Tabla 8. Mezcla de reacción de digestión para la secuencia LbClC-D y el vector de expresión pmEGFP-1 para la 
generación de extremos pegajosos 5´EcoRI y 3´BamHI.  
Reactivo 
Substrato 
Secuencia LbClC-D Vector pmEGFP-1 
ADN µL 20,0 (1,0 µg) 20,0 (1,0 µg) 
Buffer 4 10X (NEB) µL 5,0 5,0 
EcoRI HF (NEB) µL 0,3 (6 U) 0,3 (6 U) 
BamHI HF (NEB) µL 0,3 (6 U) 0,3 (6 U) 
Agua HPLC libre de nucleasas µL 24,4 24,4 
Volumen final 50,0 50,0 
 
La reacción de digestión se incubó a 37 °C durante 2 horas. Los productos de reacción se 
sembraron en un gel de 1,5 % de agarosa en solución TAE 1X con 30 ng de bromuro de 
etidio. Luego de revelar con luz UV, se cortó la sección de gel con las bandas de peso 
esperado para la secuencia LbClC-D y el vector de expresión pmEGFP-1 linearizado y con 
extremos pegajosos. Se purificó el ADN como se explicó previamente, se cuantificó a una 
A260 nm y se evaluó pureza con la relación A260/A280 por espectrofotometría. Luego, se 
mezclaron ambos productos purificados en una reacción de ligación con relación inserto: 
vector 5:1 según la ecuación (1). La mezcla para la reacción de ligación se muestra en la 
tabla 9: 
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Tabla 9. Mezcla de reacción para la ligación de LbClC-D al vector de expresión pmEGFP-1 (Addgene 36409) 
Reactivo Volumen (µL) 
Buffer de ligación 10X  1 
Vector pmEGFP-1 (46,0 ng/µL) 1 
Amplicón LbClC-D (31,0 ng/µL) 4,9 
DNA ligasa T4 (3U/µL) 1 
Agua HPLC libre de nucleasas 2,1 
Volumen final 10 
 
La reacción de ligación se incubó a 16 °C durante 16 horas. La reacción de transformación 
en células de Escherichia coli TOP 10 competentes se realizó siguiendo el mismo protocolo 
mencionado antes. La selección de las UFC´s positivas de la transformación se llevó a cabo 
añadiendo kanamicina, ya que es la resistencia al antibiótico que tiene el vector (Fig. 7). 
Para confirmar el éxito de la clonación se realizó una PCR de colonia, una PCR 
convencional y una reacción de digestión del constructo con EcoRI y BamHI, cuyos 
productos fueron sembrados en un gel de 1,5 % agarosa en solución TAE 1X con 30 ng de 
bromuro de etidio y corridos por electroforesis a 80 V durante 90 minutos. Finalmente, se 
mandó a secuenciar el plásmido recombinante obtenido para confirmar la presencia de la 
secuencia LbClC-D en el constructo obtenido y el correcto marco de lectura para el gen de 
la proteína fluorescente verde optimizada (mEGFP). 
 
Figura 7. Mapa del vector de expresión pmEGFP-1. Se muestra el gen de resistencia a kanamicina y múltiples 
sitios de reconocimiento de enzimas de restricción dónde fue clonada la secuencia LbClC-D entre los sitios 
BamHI y EcoRI. En el extremo 3´ de LbClC-D se fusionó el gen que codifica para la proteína fluorescente verde 
optimizada (mEGFP). 
2. Metodología   - 43 - 
 
 
2.9 Transfección en células CHO y HEK293 
Con el constructo obtenido se procedió a transfectar líneas de células mamíferas. Para 
células CHO, la transfección se realizó en cajas de 6 pozos en las que se cultivaron las 
células sobre láminas de vidrio lavadas en etanol 50% v/v y autoclavadas para los registros 
de patch clamp, hasta tener una confluencia del 60% (~2x10
5
 células). En un tubo eppendorf 
se preparó la mezcla A: 5 μL (1 μg) de ADN plasmídico completando a un volumen de 200 
μL con medio RPMI (dilución del 2,5 % v/v). En otro tubo se preparó la mezcla B: 2 μL (2 
μg) de lipofectamina™ 2000 y 198 μL de medio RPMI (dilución del 1 % v/v). Las mezclas 
A y B se combinaron y se dejaron incubado por 5-10 minutos a temperatura ambiente. La 
combinación se llevó a un volumen de 1 mL añadiendo medio RPMI. Se retiró el medio 
RPMI suplementado con 5% de SFB en el que se mantenían las células en el pozo al 60% 
de confluencia y se adicionó la combinación de las mezclas A y B agitando suavemente. Se 
incubaron las células a 37 °C en una atmósfera del 5 % de CO2 durante 4-5 horas. 
Finalmente, se cambió la mezcla por 2 mL de medio RPMI suplementado con 5% de SFB. 
Las células HEK293 se transfectaron igual, excepto que la cantidad de ADN plasmídico en 
la mezcla A fue 4 µg y la cantidad de lipofectamina en la mezcla B fue 8 µg (8 µL). 
Para verificar la transfección exitosa de ambas líneas celulares, se verificó fluorescencia 24 
horas después de la transfección utilizando un microscopio de epifluorescencia (Zeiss) con 
filtros de exitación/emisión para la proteína verde fluorescente optimizada (mEGFP- 488 
nm/509 nm).  Las imágenes fueron adquiridas en una cámara CCD de alta resolución 
(AxioCam HRm-Zeiss) durante 200 ms segundos de exposición. Las imágenes de luz se 
tomaron en la modalidad de microscopía de contraste de interferencia diferencial de 
Nomarski (DIC).  
2.10 Registros electrofisiológicos  
2.10.1 Soluciones 
La composición de la solución externa en la que se mantenían las células durante los 
registros electrofisiológicos fue (en mM): 120 NaCl, 5 CsCl, 2,5 CaCl2, 1 MgSO4, 10 
HEPES, 10 glucosa, se ajustó pH a 7,4 con NaOH y se añadió sucrosa hasta alcanzar una 
osmolalidad de 290 mOsm/kgH2O registrada mediante osmómetro (Vapro-Wescor). En los 
ensayos en los que se evaluó la posibilidad del transporte de nitrato (NO3
-
) por parte de 
LbClC-D se reemplazó isosmóticamente el NaCl por NaNO3. La composición de la solución 
interna con la que se cargó la pipeta del electrodo de registro fue (en mM): 100 gluconato de 
potasio K
+
Glu
-
, 3 MgSO4, 1 CaCl2, 20 CsCl, 10 EGTA, 3 Na2ATP, 10 HEPES, 10 glucosa, 
10 cloruro de tetra-etil-amonio TEA
+
Cl
-
, se ajustó pH a 7,4 con CsOH y se registró una 
osmolalidad de 300 mOsm/kgH2O en el osmómetro. 
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Se empleó un control positivo en células HEK293 para observar corrientes voltaje 
dependientes de K
+
 [64] retirando el TEA
+
Cl
-
 y el CsCl de la solución interna. También se 
reemplazó los 100 mM de K
+
Glu
-
 por 120 mM de KCl en la solución interna y se reemplazó 
isosmóticamente el CsCl por KCl en la solución externa.   
2.10.2 Preparación de las pipetas del electrodo de registro y puentes 
de agar para el electrodo de referencia 
Las pipetas del electrodo de registro para añadir la solución interna fueron preparadas a 
partir de capilares de vidrio neutro con diámetro 1.5 mm (VITREX Ref. 160215). Para su 
fabricación, se aplicaron pulsos de calor con un puller de microelectrodos modelo pp-830 
(Marishige-Japan). Se aplicó un pulso inicial de 56,5 °C estirando el capilar 8-10 mm, luego 
se aplicó el segundo pulso de calor con 47,2 °C para cortar el capilar. Cada pipeta fue 
cargada con ~10 µL de solución interna para los registros y sus resistencias (Re) calculadas 
por la ley de Ohm fueron de 2-4 MΩ. Los puentes de agar fueron preparados a partir de los 
mismos capilares de vidrio neutro con diámetro 1.5 mm (VITREX), los cuales fueron 
doblados aplicando calor con llama directa, luego embebidos en solución externa sin 
glucosa al 2 % de agarosa y calentados hasta la formación de una solución homogénea. Se 
dejó secar a temperatura ambiente hasta la formación del gel, se retiraron los puentes de 
agar y se seleccionaron aquellos que no tuvieran burbujas en su interior. Finalmente se 
almacenaron embebidos en solución externa sin glucosa a 4 °C.   
2.10.3 Protocolo de estimulación por voltaje y adquisición de señales 
eléctricas   
Para describir la naturaleza del transporte iónico de la proteína putativa LbClC-D de L. 
braziliensis, esta fue expresada en los sistemas heterólogos de células CHO y HEK293 de 
mamífero, donde se llevaron a cabo registros de corriente mediante la técnica patch clamp 
en la modalidad de célula entera, la cual permite registrar las corrientes totales a través de la 
membrana plasmática de la célula. Ya se han documentado registros de patch clamp en 
configuración de célula entera [63] de las líneas CHO y HEK293 en condiciones basales 
[64]. Los pulsos cuadrados de voltaje generados y las corrientes registradas fueron 
digitalizadas en una interfase A/D - D/A Digidata 1400 (Molecular Devices). Las señales 
eléctricas se obtuvieron con el amplificador Axopacth 200B (Axon Instruments, Foster City, 
CA), desde donde se muestrearon a 10 KHz, se filtraron en un filtro pasabajos a 1 KHz y 
luego se almacenaron en una computadora compatible IBM a través de la interfase A/D. 
Para la generación de los potenciales y la obtención de los registros de corriente se utilizó el 
componente Clampex del paquete de software electrofisiológico pClamp10 (Molecular 
Devices). Las gráficas de los trazos de corriente registrados se analizaron con el 
componente Clampfit de pClamp10 (Molecular Devices). Los datos se presentan como 
gráficas Im vs t (Im/t corriente de membrana/tiempo) e Im vs Vm (Im/Vm corriente de 
membrana/potencial de la membrana). El protocolo de estimulación principal consistió en 
hacer pasos de voltaje de duración 400 ms desde -60 mV a +40 mV con incrementos de +10 
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mV a intervalos de 5 s y un potencial de mantenimiento (holding potential) de -50 mV. Para 
evaluar si LbClC-D podría activarse más lentamente y a potenciales más positivos, el 
protocolo de estimulación alternativo consistió en hacer pasos de voltaje de duración 1 s 
desde -60 mV a +80 mV con incrementos de +20 mV a intervalos de 5 s y un potencial de 
mantenimiento de -40 mV. Los registros se realizaron a 20-22 °C. A partir de las corrientes 
obtenidas para cada valor de potencial de membrana impuesto, se sustrajo la corriente de 
fuga (corrientes basales) de cada célula utilizando el potenciómetro correspondiente en el 
amplificador aplicando un pulso de +10 mV desde el potencial de mantenimiento. Se 
registraron células de aproximadamente 70-80 µm de largo y 10 µm de ancho 24-72 h 
después de la transfección. Las medias para las corrientes se obtuvieron tomando el 
promedio de la corriente del trazo Im/t a los 200 ms y 300 ms para el protocolo de 
estimulación principal y a los 0,8 s y 1 s para el protocolo de estimulación alternativo.  
El análisis estadístico de los datos de corriente se realizó en Excel y PSPP. Se verificó 
normalidad de los datos mediante la graficación de histogramas de frecuencia y pruebas de 
asimetría/curtosis. Se verificó homocedasticidad de varianzas mediante la aplicación de la 
prueba F. El intervalo de confianza para la media y la evaluación de diferencias 
significativas entre los grupos experimentales estudiados, se calcularon con el test t-student 
con un valor significancia de α = 0,05. Se aceptó la hipótesis nula cuando la probabilidad (p-
valor) de la prueba t superó el valor de significancia. Los datos de corriente se presentaron 
como: (media ± intervalo de confianza para la media) para la corriente media registrada en 
el voltaje de +40 mV (para el protocolo principal de estimulación) y +80 mV (para el 
protocolo alternativo de estimulación) de todas las réplicas de cada tratamiento: células no 
transfectadas, células transfectadas con el vector solo y células transfectadas con el 
plásmido recombinante. 
2.11 Análisis bioinformáticos 
El análisis de las secuenciaciones de los constructos que contienen la secuencia LbClC-D se 
realizó con el programa Bioedit [61]. La secuencia de nucleótidos obtenida se introdujo 
como input de la herramienta bioinformática translate del SIB (Swiss Institute of 
Bioinformatics) de libre acceso en la red (http://web.expasy.org/translate/) para obtener la 
secuencia de aminoácidos correspondiente a la proteína LbClC-D. Se utilizó la secuencia de 
la proteína LbClC-D para hacer una búsqueda de secuencias con alta similaridad local (< 
1E-6) contra la base de datos non-redundant protein sequences (nr) mediante el uso de la 
herramienta BLASTp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Se escogieron secuencias 
representativas de todas las subfamilias de proteínas tipo ClC1-7 y de representantes de 
varias especies para realizar alineamientos múltiples usando el algoritmo ClustalW [62] y 
generar árboles filogenéticos mediante el método basado en distancia del vecino más 
cercano (neighbor joining) con un bootstrap de 100000 repeticiones utilizando la matriz de 
sustitución evolutiva BLOSUM62 en el programa CLC bio Sequence Viewer Version 6.3. 
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Se generó un modelo de estructura terciaria por homología remota (threading) con el 
servidor PHYRE (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre/) [79] usando como homólogo 
estructural la proteína cristalizada EcCLC [50] con identidad 17 % con respecto a LbClC-D. 
El modelo predicho se visualizó con el programa UCSF-Chimera™ y fue validado 
geométricamente utilizando el test de Ramachandran obtenido del servidor RAMPAGE. 
2.12 Inserción de mutaciones puntuales en la secuencia 
LbClC-D 
Utilizando como plantilla ADN plasmídico recombinante (pGEM®-T Easy + LbClC-D) y 
siguiendo las instrucciones del kit QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis (Stratagene) se 
generaron dos mutaciones puntuales en la secuencia de nucleótidos LbCLC-D. La 
mutagénesis permitirá obtener dos proteínas a las que se les ha sustituido un aminoácido de 
gran importancia estructural y funcional a cada una en su secuencia. Para introducir la 
mutación Y201E se diseñaron cebadores con el objetivo de reemplazar el codón TAC que 
codifica para la tirosina en la posición 201 de la proteína, por el codón GAG que codificaría 
para un residuo de glutamato en la misma posición. Para introducir la mutación L268E y 
generar otro constructo, se diseñaron cebadores con el objetivo de reemplazar el codón CTC 
que codifica para una leucina en la posición 268 de la proteína, por el codón GAG que 
codificaría un residuo de glutamato en esa posición.  Los cebadores se muestran a 
continuación.  
Tabla 10. Cebadores diseñados para la generación de una proteína LbClC-D con la mutación Y201E y otra con 
la mutación L268E. 
Cebador Secuencia (5´→3´) Longitud Tm %GC 
FwY201E GTGTGTACGGGTCACGAGGGCCACCTCATGCTC 33 79,83 64 
RvY201E GAGCATGAGGTGGCCCTCGTGACCCGTACACAC 33 79,83 64 
 
Cebador Secuencia (5´→3´) Longitud Tm %GC 
FwL268E CTTCTCGTAGTGCTCGAAGAGTTGTCAGCCGTCTACCC 38 78,5 55 
RvL268E GGGTAGACGGCTGACAACTCTTCGAGCACTACGAGAAG 38 78,5 55 
 
El ADN plasmídico recombinante con la secuencia LbCLC-D se usó como plantilla para 
llevar a cabo la reacción de amplificación utilizando los cebadores diseñados previamente y 
una enzima DNA polimerasa PfuTurbo (Stratagene). Cada uno de los cebadores del par se 
une a cada hebra del vector, de modo que la polimerasa sintetiza la totalidad de la doble 
cadena del vector, con una alta fidelidad haciendo únicamente el cambio del nucleótido 
introducido en los cebadores para generar la mutación. La reacción de PCR se realiza en 
muy pocos ciclos para reducir la posibilidad de generar mutaciones aleatorias. El programa 
de variación de temperatura fue el siguiente: 
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Tabla 11. Programa de variación de temperatura y tiempos empleados en la PCR para obtener los dos 
constructos pGEM®-T Easy + LbClC-D mutantes  
Programa Temperatura (°C) tiempo (min) Ciclos 
Iniciación 95 30 s 1 
Desnaturalización 95 30 s  
16 Hibridación 79,5 (Y201E) y 78,5 (L268E) 1 
Extensión 72 6 
Elongación final 72 6 1 
Almacenamiento 4  0 
 
Cada producto de PCR se trató con la enzima DpnI, que digiere todo el ADN plasmídico 
parental que posee metilaciones hechas por las bacterias de la cual se extrajo. Para esto, se 
adicionó 1 μL de enzima y se dejó incubando a 37 °C durante 1 hora. Con la certeza de 
haber obtenido solo el plásmido recombinante con la mutación deseada, se procedió a hacer 
la transformación en células XL1-Blue supercompetentes siguiendo el mismo protocolo de 
transformación y selección de clones positivos descritos en la sección 2.7. Después de 
analizar los clones positivos mediante PCR de colonia, se confirmó la inserción correcta de 
la mutación enviando a secuenciar el vector en el servicio de Macrogen USA.
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3. Resultados y Discusión 
Leishmania, como otros eucariotas, debería expresar canales iónicos necesarios para la 
supervivencia celular, especialmente si los ambientes en los que sobreviven los parásitos en 
sus hospederos presentan variaciones en algunos parámetros fisicoquímicos como pH, 
temperatura y osmolaridad. Con la identificación de una H
+
ATPasa involucrada en 
mecanismos de regulación de pH y transporte de nutrientes en L. mexicana amazonensis y 
L. donovani [8; 32; 33; 65], se ha sugerido la presencia de una conductancia aniónica que se 
encuentra acoplada a la función de la bomba [9]. Es claro entonces que Leishmania debería 
expresar canales aniónicos que aún no han sido claramente identificados. 
Teniendo en cuenta que hemos identificado corrientes aniónicas que se sugiere son de 
Leishmania [14; 15] y clonado los genes LbClC-A (LbrM01 V2.0210) y LbClC-C (LbrM32 
V2.3670), que codificarían para transportadores de cloruro ClC putativos [16; 17]; se realizó 
una búsqueda en la base de datos GeneDB del Sanger Institute, donde se almacena la 
secuenciación del genoma de Leishmania braziliensis. De esta búsqueda surgió el interés en 
otras dos secuencias anotadas como transportadores de cloruro, que en primera 
aproximación bioinformática podrían corresponder a proteínas ClC. En este trabajo se 
amplificó la secuencia LbClC-D a partir de ADNc de L. braziliensis, se clonó y se expresó 
en las líneas celulares CHO y HEK293 sobre las cuales se evaluó la actividad de transporte 
por la técnica patch clamp de la proteína LbClC-D.  
3.1 Expresión génica del transcrito para la secuencia 
LbClC-D 
Para demostrar la expresión del transcrito LbCLC-D, se extrajo ARN total de parásitos en 
fase estacionaria, en la cual podría haber mayor expresión de transportadores iónicos por ser 
la fase infectiva del parásito [66]. El ARN extraído se cuantificó por espectrofotometría (3 
ng/µL A260/A280 = 1,833) y se corrió en un gel de agarosa para determinar su integridad, en 
donde se observaron las tres bandas típicas del ARN ribosomal de Leishmania y un barrido 
a lo largo del carril que se presume es ARN mensajero (Fig. 8). 
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa 1,0 % con ARN de Leishmania. Se sembraron 200 ng de ARN de 
promastigotes de Leishmania braziliensis (carril 2), Leishmania panamensis (carril 3), Leishmania naifi (carril 4) 
y amastigotes axénicos de L. braziliensis (carril 5). 
 
El ARN obtenido se trató con ADNasa I y mediante la técnica RT-PCR se hizo una 
transcripción inversa para obtener ADNc (tablas 1 y 2). Previamente, se diseñaron 
cebadores específicos (tabla 3) que hibridaran con la secuencia LbClC-D con los cuales se 
pudiera hacer la amplificación del gen completo o un segmento parcial del mismo mediante 
PCR. Inicialmente se estandarizaron ensayos de PCR con rampa de temperatura (50°C ≤ x ≤ 
60°C) utilizando la pareja de cebadores 1365 (Fw) y 1365 (Rv), y como plantilla los ADNc 
sintetizados a partir del ARN de las especies L. braziliensis, L. panamensis y L. naifi. Esta 
pareja de cebadores se diseñaron con el fin de amplificar un segmento parcial central de la 
secuencia de interés con peso esperado de 1365 pb (Fig. 9).  
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con los productos de PCR para el segmento parcial de 1365 pb 
de la secuencia LbClC-D de L. braziliensis (ADNc Lb) y sus ortólogos en L. panamensis (ADNc Lp) y L. naifi 
(ADNc Ln). Carriles 1, 9, 17: controles positivos (~950 pb); Carriles 2, 16: Marcadores de peso molecular 300 
pb-10000 pb y 100 pb-3000 pb, respectivamente. Carriles 3-8: Producto peso esperado ~1365 pb de L. 
braziliensis obtenido con temperaturas de hibridización 59,4 °C, 58,3 °C, 56,3 °C, 53,9 °C, 52,0 °C y 50,7 °C.  
Carriles 10-12: Producto peso esperado ~1365 pb de L. panamensis obtenido con temperaturas de hibridización 
59.4 °C, 58,3 °C y 56,3 °C; no amplificaron productos para las otras temperaturas. Carriles 18-23: Producto peso 
esperado ~1365 pb de L. naifi obtenido con temperaturas de hibridización igual que en carrilles 3-8. Carril 24: 
Control negativo (reemplazo de plantilla por H2O). 
 
Por el bandaje peso esperado para un segmento parcial de 1365 pb de LbClC-D en las tres 
especies,  la secuenciación posterior de un segmento parcial de 2177 pb de LnClC-D 
ortólogo de LbClC-D con 99,9 % de identidad en L. naifi (anexo 1) y debido a que los 
genomas de L. panamensis y L. naifi aún no han sido secuenciados, el resultado obtenido es 
de importancia y representan la primera evidencia de la expresión del transcrito ortólogo de 
la secuencia LbClC-D en estas especies de Leishmania.    
Luego de estandarizar las condiciones óptimas para la extracción de ARN de L. braziliensis 
con la calidad para amplificar la secuencia completa LbClC-D a partir del ADNc 
sintetizado, se ajustaron los parámetros para la reacción de PCR (tablas 4 y 5) utilizando los 
cebadores 2733 (Fw) y 2733 (Rv) (Fig. 10; tabla 3). En el diseño de cebadores se agregó la 
secuencia consenso Kozak en el extremo 5’ necesaria para la traducción en células 
mamíferas [67] y se eliminó el codón de parada para poder fusionar el producto con otras 
proteínas. 
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con LbClC-D amplificado. Carril 1: marcador de peso 
molecular 100 pb-3000 pb. Carril 2: banda peso esperado ~ 2733 pb para el amplicón LbClC-D completo. Carril 
3: control positivo (~ 950 pb). Carril 4: control negativo (reemplazo de plantilla por H2O).  
 
El producto observado en el carril 2 (Fig. 10) corresponde al peso esperado para el producto 
completo de la secuencia LbCLC-D, lo que indica que podría corresponder a dicha 
secuencia en nuestra cepa de L. braziliensis. Se cortó la sección de gel con la banda de peso 
esperado para su purificación en columnas de sílica, cuantificación por espectrofotometría 
(10,0 µL (~22,8 ng/µL) ≈ 228 ng) y ligación al vector de clonación pGEM®-T Easy (rata 
inserto: vector 1.5:1 – tabla 6). Se transformaron bacterias E. coli TOP10 competentes, se 
crecieron y luego se sembraron para su selección en cajas de petri con medio sólido donde 
se dejaron crecer nuevamente durante 16 horas a 37 °C. Las UFC´s en la cada se observaban 
de color azul si habían sido transformadas con el vector solo y blancas si habían sido 
transformadas con el plásmido recombinante. Se seleccionó la única colonia blanca de la 
caja (eficiencia de transformación 14,6 UFC/µg ADN) y se repicó en una mezcla de 
reacción para la PCR de colonia con los cebadores para el producto completo LbCLC-D. El 
producto de la PCR se corrió por electroforesis en un gel de agarosa (Fig. 11).  
 
Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con PCR de colonia. Carril 1: marcador de peso molecular 300 
pb-10000 pb. Carril 2: control positivo (~950 pb). Carril 3: banda peso esperado ~ 2733 pb para el amplicón 
LbClC-D completo. Carril 4: control negativo (repique colonia azul). 
El producto de la PCR de colonia sembrada en el carril 3 (Fig. 11) corresponde con el peso 
esperado, así que es probable que la secuencia LbCLC-D se haya ligado al vector. Para 
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confirmar este resultado, se hizo extracción del ADN plasmídico de UFC positiva utilizando 
columnas de sílica, se cuantificó por espectrofotometría (200 ng/µL; A260/A280 = 1,853) y se 
digirió parcialmente con la enzima EcoRI que permitiría obtener libre el producto 
supuestamente ligado al vector. El producto de la reacción de digestión se sembró en un gel 
de agarosa y se corrió por electroforesis. Se observó que efectivamente la secuencia de 
~2733 pb estaba ligada al vector pues de la digestión resultaron tres bandas: una del peso de 
LbClC-D (~2,7 Kb), otra del peso del vector pGEM®-T Easy (~3 Kb) y otra de la suma del 
peso de ambos (~5,7 Kb; Fig. 12).  
 
Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con la digestión parcial del plásmido recombinante pGEM®-T 
Easy + LbClC-D. Carril 1: marcador de peso molecular 300 pb-10000 pb. Carril 2: plásmido control sin digerir 
(0,5 µg). Carril 3: plásmido control digerido con EcoRI para pesos esperados ~4,8 Kb, ~3 Kb, 1,8 Kb (0,5 µg). 
Carril 4: plásmido recombinante no digerido (0.5 µg). Carril 5: plásmido recombinante digerido (0.5 µg) con 
EcoRI para pesos esperados ~5,7 Kb, 3Kb, 2,7 Kb (LbClC-D). Marcada en rojo banda que se presume 
corresponde al gen de interés. 
También se llevó a cabo una reacción de PCR utilizando diferentes plantillas con LbClC-D 
utilizando los cebadores para obtener la secuencia parcial y total de LbClC-D, así como una 
combinación de los mismos (Fig. 13). 
 
Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con el producto de PCR LbClC-D obtenido a partir de la 
combinación de cebadores y diferentes plantillas. Carriles 2 y 16: marcadores de peso molecular 300 pb-10000 
pb y 100 pb-3000 pb, respectivamente. Carriles 3-6: pareja de cebadores 1365(Fw) vs 1365(Rv) con la plantilla 
obtenida a partir del repique de la UFC (carril 3), del plásmido recombinante obtenido de la UFC (carril 4), 
amplicón LbClC-D purificado (carril 5) y ADNc L. braziliensis (carril 6). Carriles 7-10: pareja de cebadores 
1365 (Fw) vs 2733 (Rv) con el mismo orden de plantillas previo, para un peso esperado de ~1,8 Kb. Carriles 11-
14: pareja de cebadores 2733 (Fw) vs 2733 (Rv) con las plantillas en el mismo orden. Carril 15: control negativo 
(reemplazo de plantilla por H2O). 
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El plásmido recombinante de interés utilizado en los anteriores ensayos se envió a 
secuenciar y, luego de curar la secuencia en el programa Bioedit, se encontró que la 
secuencia clonada en el vector tiene una identidad de 99,6 % con la secuencia reportada en 
la base de datos GeneDB, luego de realizar un alineamiento utilizando la herramienta blastn 
(anexo 2). Del alineamiento se deduce que nuestra cepa de L. braziliensis presenta diez 
mutaciones puntuales en LbClC-D con respecto a la secuencia reportada en GeneDB. Dos 
corresponden a mutaciones sinónimas, cuatro son mutaciones neutras y cuatro son 
mutaciones no-sinónimas. Sin embargo, ninguno de esos cambios afecta aminoácidos 
conservativos (Fig. 27), es decir, no cambiaron los residuos implicados en el filtro de 
selectividad de la proteína LbClC-D, y por tanto, no alterarían su función.  Con estos 
resultados se demuestra por primera vez que la secuencia LbCLC-D se transcribe en la 
especie Leishmania braziliensis.  
Finalmente, se realizó un experimento en el cual a partir de ADNc obtenido de amastigotes 
axenicos de Leishmania braziliensis se hizo PCR usando los cebadores para el producto de 
1365 pb de LbClC-D. El amplicón obtenido corresponde con el peso esperado, con lo cual 
se presume que también habría expresión en la forma intracelular y proliferativa del parásito 
(Fig. 14). 
 
Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con los productos de PCR a partir de amastigotes de L. 
braziliensis. Carril 1: marcador de peso molecular 300 pb-10000 pb. Carriles 2 y 3: control positivo (~950 pb) en 
promastigotes (P) y amastigotes (A) de L. braziliensis. Carriles 4 y 5: productos de PCR de otro gen ClC. 
Carriles 6 y 7: Producto de PCR peso esperado ~1365 pb obtenido a partir de ADNc de promastigotes (P) y 
amastigotes axénicos (A).  
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3.2 Clonación en el vector de expresión pmEGFP-1 
Teniendo la secuencia LbCLC-D clonada en el vector pGEM®-T Easy, se procedió a 
subclonar en el vector de expresión pmEGFP-1 que permite fusionar el inserto LbClC-D a 
la proteína fluorescente verde optimizada (mEGFP) para monitorear su expresión. 
Previamente se diseñaron cebadores para amplificar la secuencia LbCLC-D con sitios de 
restricción en los extremos 5’y 3’ para las enzimas de restricción EcoRI y BamHI, 
respectivamente. También, los cebadores diseñados permiten obtener la secuencia LbClC-D 
para insertarla en el marco de lectura apropiado para la expresión de la proteína fluorescente 
verde y poder monitorear su expresión. Las enzimas se escogieron porque el vector de 
expresión también tiene sitios de corte para ellas que permiten insertar la secuencia LbCLC-
D en la dirección correcta. Lo primero que se hizo fue ajustar los parámetros para la PCR 
(tabla 7) que permitieran amplificar la secuencia LbClC-D (Fig. 15) a partir de la plantilla 
pGEM®-T Easy + LbClC-D obtenida previamente utilizando los cebadores DFwEcoRI y 
DRvBamHI (tabla 3).  
 
Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con los productos de PCR correspondiente a LbClC-D con 
sitios de corte 5´EcoRI y 3´BamHI. Carril 1: marcador de peso molecular 300 pb-10000 pb. Carril 2: control 
positivo utilizando la plantilla pGEM®-T Easy + LbClC-D con los cebadores 2733 (Fw) vs 2733 (Rv). Carril 3: 
control negativo (reemplazo de plantilla ADN plasmídico por H2O). Carriles 4 y 5: amplicón del peso esperado 
~2750 pb correspondiente a LbClC-D con sitios de corte 5´EcoRI y 3´BamHI utilizando la plantilla pGEM®-T 
Easy + LbClC-D con los cebadores DFwEcoRI vs DRvBamHI. 
 
La sección de gel con la banda peso esperado ~2750 pb (carriles 4 y 5) se cortó, se purificó 
su ADN utilizando columnas de sílica, se resuspendió en agua HPLC libre de nucleasas y se 
cuantificó por espectrofotometría (20,0 µL (~50,0 ng/ µL) ≈ 1 µg). Para la generación de 
extremos pegajosos 5´EcoRI/3´BamHI se llevaron a cabo las reacciones de digestión 
correspondientes utilizando como substratos la secuencia LbClC-D y el vector de expresión 
pmEGFP-1 purificados (tabla 8). Los productos de reacción se sembraron en un gel de 
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agarosa, se corrieron por electroforesis y se revelaron con el sistema de bromuro de etidio y 
luz UV (Fig. 16) 
 
Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con los productos digeridos por las enzimas EcoRI y BamHI. 
Carril 1: marcador de peso molecular 300 pb-10000 pb. Carriles 2 y 3: bandas peso esperado ~2.7 Kb 
correspondien-tes a la secuencia LbClC-D digerida. Carril 4: banda peso esperado ~4,1 kb correspondiente al 
vector de expresión pmEGFP-1 digerido y linearizado. 
 
Las secciones de gel con las bandas peso esperado para la secuencia LbClC-D digerida 
(~2,7 kb) y el vector de expresión pmEGFP-1 digerido y linearizado (~4,1 kb) fueron 
cortadas para su purificación utilizando columnas de sílica y el ADN obtenido fue 
cuantificado en el espectrofotómetro (LbClC-D: 10,0 µL (31,0 ng/ µL) ≈ 310 ng – 
pmEGFP: 10,0 µL (46,0 ng/ µL) ≈ 460 ng).  
Para la reacción de ligación (tabla 9) se utilizaron 151,9 ng del amplicón LbClC-D digerido 
y purificado, y 46,0 ng del vector de expresión digerido y purificado, para una relación 
inserto: vector de 5:1 según la ecuación (1). Posteriormente, se procedió a transformar 
células de E. coli TOP10 competentes y se dejaron crecer en cajas de petri con medio 
sólido. Las colonias se seleccionaron usando kanamicina. Se seleccionaron 13 colonias 
aleatoriamente y se hizo una PCR de colonia con un repique de cada una como plantilla 
usando los mismos cebadores DFwEcoRI y DRvBamHI (tabla 3) para amplificar la 
secuencia LbClC-D (Fig. 17). 
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con los productos de la PCR de colonia. Carril 1: marcador de 
peso molecular 300 pb-10000 pb. Carril 2: banda peso esperado ~2,7 kb amplificado a partir de la plantilla UFC 
1. Carriles 3-14: plantillas UFC´s 2-13. 
 
El gel de agarosa revelado muestra en el carril 2 (Fig. 17) la banda peso esperado ~2,7 kb 
que podría corresponder a la secuencia LbClC-D. Para verificar este hallazgo, se llevó a 
cabo una PCR de colonia utilizando como plantilla un repique de la UFC sospechosa, una 
PCR convencional empleando como plantilla el plásmido extraído a partir de la UFC y una 
reacción de digestión con 500 ng del mismo plásmido recombinante utilizando las enzimas 
EcoRI y BamHI simultáneamente con los mismos reactivos de la tabla 8. Los productos de 
PCR y los productos de la reacción de digestión se sembraron en un gel de agarosa y se 
corrieron por electroforesis (Fig. 18) 
 
Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con los productos de la reacción de digestión y de la PCR. 
Carril 1: marcador de peso molecular 300 pb-10000 pb. Carril 2: producto de la PCR de colonia con banda de 
peso esperado ~2,7 Kb. Carril 3: producto de la PCR convencional con banda de peso esperado ~2,7 Kb 
utilizando el plásmido recombinante extraído de la UFC. Carril 4: productos de digestión total con EcoRI y 
BamHI del plásmido recombinante con bandas de peso esperado de ~2,7 Kb (secuencia LbClC-D) y ~4,2 Kb 
(vector pmEGFP-1 linearizado). Carril 5: plásmido recombinante sin digerir.  
La electroforesis de los productos de la PCR y de la reacción de digestión indican que la 
UFC seleccionada puede ser un clon del plásmido recombinante pmEGFP-1 + LbClC-D. 
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Para confirmar definitivamente estos resultados se envió a secuenciar el plásmido 
recombinante. El alineamiento local de la secuencia obtenida muestra un 99,7 % de 
identidad con la secuencia LbClC-D parental clonada previamente en el vector de clonación 
(anexo 3). Se corroboró marco de lectura correcto de LbClC-D con el gen para la proteína 
mEGFP (Fig. 19). Del alineamiento del anexo 3 se deduce que la secuencia LbClC-D 
insertada en el vector de expresión (clon) presenta ocho mutaciones puntuales respecto a su 
secuencia parental (cepa), de las cuales seis son mutaciones neutras, una es una mutación 
no-sinónima y otra es una mutación sinónima. Estas mutaciones se deben a que la 
polimerasa empleada no tiene actividad correctora de errores, sin embargo, las mutaciones 
no alteran aminoácidos conservativos (Fig. 27). 
 
Figura 19. Segmento de la secuencia obtenida de LbClC-D donde se comprueba el correcto marco de lectura 
para el gen mEGFP fusionado a su extremo 3´.  En rojo se muestra la secuencia del extremo 3´ de LbClC-D y en 
verde se muestra la secuencia del extremo 5´ del gen mEGFP, fusionados ambos por enlaces fosfodiéster 
intermedios. Sombreados se muestran los nucleótidos AT que debieron introducirse al cebador Rv (tabla 3) para 
obtener el marco de lectura abierto adecuado para la expresión del producto de fusión génica LbClC-D+mEGFP.  
3.3 Expresión de la proteína LbClC-D en células CHO y 
HEK 293 
Las células CHO y HEK293 son modelo para la expresión heteróloga de proteínas, 
incluyendo transportadores y canales iónicos de membrana [68; 69]. Esto se aprovechó para 
realizar transfección transitoria en células CHO y HEK 293 utilizando el ADN plasmídico 
del vector de expresión recombinante obtenido previamente. Para verificar la expresión y 
localización de la proteína LbClC-D, las células transfectadas se observaron en un 
microscopio de epifluorescencia. El vector utilizado funcionó bien para la transfección, 
obteniéndose eficiencias de ~15 % (sobre 10 campos contados), y no hubo problemas de 
auto-fluorescencia de las células a la longitud de onda de excitación empleada para mEGFP. 
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A        
B.        
Figura 20. A. Células CHO transfectadas con el plásmido recombinante (imágenes: DIC, fluorescencia, merge); 
B. Células HEK293 transfectadas con el plásmido recombinante LbClC-D + pmEGFP (imágenes: DIC, 
fluorescencia, merge). Tiempo de exposición de la cámara 200 ms. 
Las imágenes obtenidas mediante fluorescencia (Fig. 20) no permiten establecer con certeza 
si la proteína recombinante LbClC-D + pmEGFP se encuentra en la membrana plasmática o 
en el citoplasma. Esto se debe a que las células de ambas líneas celulares se adhieren a la 
caja de cultivo, y al hacerlo, se aplanan verticalmente en el eje Y y se extienden 
horizontalmente en los ejes X y Z, lo que hace que el citoplasma y la membrana formen una 
fina capa aplanada y uniforme que hace que la longitud de onda de excitación atraviese 
uniformemente ambas estructuras y haga muy difícil establecer si la expresión de una 
proteína es en uno u otro compartimento, incluso con microscopía confocal [70]. Por esta 
razón se decidió hacer registros electrofisiológicos con la técnica patch clamp en la 
modalidad de célula entera con el fin de evaluar la actividad de transporte de LbClC-D. 
3.4 Registros eléctricos en membranas de células CHO y 
HEK293 
Se realizaron registros de corrientes totales de membrana (Im) mediante la técnica patch 
clamp en la modalidad de célula entera en células CHO sin transfectar, transfectadas con el 
vector pmEGFP sin inserto y en células CHO transfectadas con el plásmido recombinante 
LbClC-D + pmEGFP. Inicialmente, se estimularon células con pulsos de voltaje de 400 ms 
desde -60 mV a +40 mV cada 5 s, que corresponde a un rango de voltajes depolarizantes 
que activarían proteínas voltaje-dependientes en la membrana, incluídas proteínas tipo ClC 
[51; 71]. Bajo las condiciones experimentales empleadas aquí ([Cl
-
ext] >>> [Cl
-
int]) se espera 
que se genere –si LbClC-D transporta aniones de manera voltaje dependiente– una corriente 
hacia dentro en células transfectadas con el plásmido recombinante, diferente de las 
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corrientes en células no transfecatadas, a medida que se aplican pulsos de voltaje 
depolarizantes para estimularlas. 
 
A.   B.  
C.     D.  
Figura 21. Gráficas Im/t e Im/Vm adquiridas aplicando el protocolo principal de estimulación y que corresponden 
a los trazos representativos de la corriente en células CHO sin transfectar (A), transfectadas con el vector sin 
inserto (B) y transfectadas con el plásmido recombinante LbClC-D + pmEGFP (C). D. Gráfica Im vs Vm 
aplicando el protocolo principal de estimulación mostrando la tendencia promedio de la corriente en células no 
transfectadas y transfectadas con el vector sin inserto (células control; n = 19) respecto a las células transfectadas 
con el plásmido recombinante (células tratadas; n = 19). La pendiente (m) corresponde al valor de la 
conductancia de la membrana (gm) promedio de cada grupo experimental estudiado. Las barras de error 
corresponden al valor positivo del intervalo de confianza para la media de cada grupo en cada punto con α = 
0,05. 
Las corrientes registradas presentan un comportamiento óhmico (lineal), indicativo de que 
no son voltaje dependientes. Las corrientes son de salida y se activan a potenciales mayores 
a -50 mV. Esto puede deberse a la salida de un catión o a la entrada de un anión. No 
obstante, la solución de la pipeta contiene TEA
+
 y Cs
+
 que son dos inhibidores de corrientes 
de K
+
 y que restringirían la salida de este catión, por lo que se presume que las corrientes 
registradas son el resultado de la entrada de un anión, en este caso cloruro. Sin embargo, las 
corrientes de membrana adquiridas aplicando el protocolo principal de estimulación (Fig. 
21) no presentan diferencias (test t) en células CHO sin transfectar (media = 41,9 ± 6,9 pA a 
+40 mV; n = 9) y CHO transfectadas con el vector pmEGFP sin inserto (media = 45,1 ± 6,6 
pA a +40 mV; n = 10) con respecto a células CHO transfectadas con el plásmido 
y = 0.473x + 23.59
R² = 0.996
y = 0.452x + 22.10
R² = 0.987
-8
0
8
16
24
32
40
48
56
64
-60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40
pA
mV
Células control (n=19)
Células tratadas (n=19)
3. Resultados y Discusión   - 59 - 
 
 
recombinante LbClC-D + pmEGFP (media = 45,3 ± 4,4 pA a +40 mV; n = 19); lo que 
sugiere que LbClC-D no se activaría bajo estas condiciones de estimulación, como se 
deduce de las gráficas Im/t e Im/Vm (Fig. 21 A-D). 
Tabla 12. Prueba t de una y dos colas para comparar las corrientes obtenidas en células CHO no transfectadas 
junto a las transfectadas con el vector solo (n = 19) con respecto a las células CHO transfectadas con el plásmido 
recombinante (n = 19). Significancia α = 0,05. Se acoge la hipótesis nula pues el p-valor es mayor al valor de 
significancia. 
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales aplicando protocolo principal de estimulación en 
células CHO 
  No transfectadas y vector solo Plásmido recombinante 
Media 44.488199 45.32189016 
Varianza 106.3861341 83.90613908 
Observaciones 19 19 
Varianza agrupada 95.1461366 
 Diferencia hipotética de las medias 0 
 Grados de libertad 36 
 Estadístico t -0.263433753 
 P(T<=t) una cola 0.396859153 
 Valor crítico de t (una cola) 1.688297694 
 P(T<=t) dos colas 0.793718306 
 Valor crítico de t (dos colas) 2.028093987   
 
Los tres grupos estudiados no presentan corrientes dependientes de voltaje (Fig. 21 A-C) ni 
diferencias estadísticamente significativas en sus corrientes para el pulso de voltaje de +40 
mV (p-valor: 0,793. Anexo 7A) luego de verificar los supuestos de normalidad y 
homocedasticidad mediante Excel. Además de permitir observar la diferencia de corrientes 
para cada voltaje entre los tratamientos, el plot Im/Vm (Fig. 21D) permite tener una idea 
sobre la conductancia promedio observando la pendiente de la curva Im/Vm. La pendiente de 
la recta óhmica para células no transfectadas y transfectadas con el vector solo (~0,473 nS) 
con respecto a las células transfectadas con el plásmido recombinante (~0,452 nS) son 
comparables. Los valores de las pendientes muestran que las proteínas que transportan 
corrientes en la membrana de células de ambos tratamientos presentan permeabilidades 
comparables. También, la relación Im/Vm promedio muestra el comportamiento óhmico 
(lineal) de la corriente registrada, lo que indica ausencia de conductancias voltaje 
dependientes en los grupos estudiados. Esto sugiere que si LbClC-D se expresa en la 
membrana de células transfectadas con el recombinante, no transportaría corrientes bajo 
estas condiciones experimentales de estimulación. 
Algunos autores han demostrado que proteínas tipo ClC se activan lentamente (~1 s) y a 
potenciales muy positivos (>60 mV) por lo que durante los registros extienden la duración 
del pulso a 1 o 2 s y aumentan los potenciales depolarizantes [72; 73]. Para evaluar si las 
células transfectadas con el plásmido recombinante LbClC-D + pmEGFP podrían presentar 
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corrientes en estas condiciones, se cambió el protocolo de estimulación por un protocolo 
alternativo con pulsos de voltaje de duración 1 s desde -60 mV a +80 mV cada 5 s.   
A.   B.   
C.     D.  
Figura 22. Gráficas Im/t e Im/Vm adquiridas aplicando el protocolo alternativo de estimulación y que 
corresponden a los trazos representativos de la corriente en células CHO sin transfectar (A), transfectadas con el 
vector sin inserto (B) y transfectadas con el plásmido recombinante LbClC-D + pmEGFP (C). D. Gráfica Im vs 
Vm aplicando el protocolo alternativo de estimulación mostrando la tendencia promedio de la corriente en células 
no transfectadas y transfectadas con el vector solo (células control; n = 5) respecto a las células transfectadas con 
el plásmido recombinante (células tratadas; n = 4). La pendiente (m) corresponde al valor de la conductancia de 
la membrana (gm) promedio de cada grupo experimental estudiado. Las barras de error corresponden al valor 
positivo del intervalo de confianza para la media de cada grupo en cada punto con α = 0,05. 
Las corrientes de membrana adquiridas aplicando el protocolo alternativo de estimulación 
(Fig. 22) no presentan diferencias estadísticamente significativas (p-valor: 0,216. Anexo 
7B) entre células CHO no transfectadas (media = 64,5 ± 10,6 pA a +80 mV; n = 2) y 
transfectadas con el vector sin inserto (media = 64,9 ± 13,0 pA a +80 mV; n = 3) con 
respecto a células transfectadas con el plásmido recombinante (media = 68,6 ± 7,6 pA a +80 
mV; n = 4); lo que sugiere que LbClC-D, si se expresa en la membrana, no se activaría con 
pulsos de voltaje más largos ni a voltajes más depolarizantes como se deduce de las gráficas 
Im/t e Im/Vm (Fig. 22A-D). La relación Im/Vm promedio de células registradas muestran un 
comportamiento óhmico (lineal) de la corriente, indicativo de la ausencia de conductancias 
voltaje dependientes en los grupos estudiados. Las diferencias entre los niveles de corriente 
que se observan para los voltajes >40 mV se deben a que los incrementos de voltaje para 
este protocolo alternativo fueron de +20 mV.  
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La mayoría de proteínas ClC estudiadas transportan principalmente el ión monoatómico Cl
-
 
por ser el anión fisiológico que la evolución seleccionó para transportar a través de 
membranas biológicas, sin embargo, estas proteínas transportan también los aniones 
halógenos Br
-
 y I
-
 [54; 74]. Se ha demostrado que otras proteínas ClC en el modelo vegetal 
A. thaliana seleccionan preferencialmente el transporte del anión molecular NO3
-
 sobre el de 
Cl
-
 [75]. Para evaluar si la proteína LbClC-D expresada en el sistema heterólogo podría 
transportar NO3
-
 se reemplazó isosmóticamente el NaCl de la solución externa por NaNO3 y 
se registraron células siguiendo el protocolo de estimulación principal y el protocolo de 
estimulación alternativo. 
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A.   B.  
C.     D.  
 E.      F.  
Figura 23. Gráficas Im/t e Im/Vm adquiridas para evaluar el transporte de NO3
- aplicando el protocolo de 
estimulación principal (A-C) y alternativo (E-F), correspondientes a los trazos representativos de la corriente en 
células CHO sin transfectar (A) y (E), transfectadas con el vector sin inserto (B) y transfectadas con el plásmido 
recombinante LbClC-D + pmEGFP (C) y (F). D. Gráfica Im vs Vm aplicando el protocolo principal de 
estimulación mostrando la tendencia promedio de la corriente en células no transfectadas y transfectadas con el 
vector solo (células control; n = 4) respecto a las células transfectadas con el plásmido recombinante (células 
tratadas; n = 3). La pendiente (m) corresponde al valor de la conductancia de la membrana (gm) promedio de 
cada grupo experimental estudiado. Las barras de error corresponden al valor positivo del intervalo de confianza 
para la media de cada grupo en cada punto con α = 0,05. 
 
Las corrientes de membrana adquiridas para evaluar el transporte de NO3
-
 aplicando el 
protocolo principal no presentan diferencias estadísticamente significativas (p-valor: 0,250. 
Anexo 7C) en células CHO no transfectadas (media = 29,9 ± 14,2 pA a +40 mV; n = 2) y 
transfectadas con el vector sin inserto (media = 32,2 ± 18,0 pA a +40 mV; n = 2) con 
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respecto a células transfectadas con el plásmido recombinante (media = 33,4 ± 7,2 pA a +40 
mV; n = 3); lo que sugeriría que LbClC-D no transporta NO3
-
 como se deduce de las 
gráficas Im/t e Im/Vm (Fig. 23A-D). La relación Im/Vm promedio de células registradas 
muestran un comportamiento óhmico (lineal) de la corriente, indicativo de la ausencia de 
conductancias voltaje dependientes en los grupos estudiados. El mismo comportamiento de 
la corriente para células no transfectadas (n = 1) y transfectadas con el plásmido 
recombinante (media = 49,0 ± 20,2 pA a +80 mV; n = 2) se observó con el protocolo 
alternativo de estimulación en las figuras 23 E y F, respectivamente. 
Algunos autores como Accardi & Miller [44; 52; 77] encuentran que los registros de 
corrientes adquiridos a partir de bicapas reconstituídas con la proteína EcClC modifican su 
potencial de reversión tras aplicar un gradiente de 4 unidades de pH en la solución externa 
(3-7 pH), lo que sugiere directamente el co-transporte de H
+
 (además de Cl
-
) por intermedio 
de algún mecanismo de activación pH-dependiente de la proteína EcClC, de la cual se tiene 
su estructura cristal, y que es homóloga a LbClC-D (Fig. 27). Para verificar si LbClC-D se 
activa mediante un mecanimo pH-dependiente similar, se acidificó la solución externa con 
HCl hasta un valor de pH 4.5 y se realizaron registros de corriente en células CHO no 
transfectadas y transfectadas con el plásmido recombinante. 
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A.  B.  
C.  D.  
Figura 24. Gráficas Im/t e Im/Vm adquiridas aplicando el protocolo alternativo de estimulación cuando se 
acidifica la solución externa con HCl hasta pH = 4.5 y que corresponden a los trazos representativos de la 
corriente en células CHO sin transfectar (A), transfectadas con el vector sin inserto (B) y transfectadas con el 
plásmido recombinante LbClC-D + pmEGFP (C). Observe que en (A) y (B) el incremento de la corriente es 
constante al aumentar el voltaje, mientras que en (C), el incremento de la corriente es cada vez más grande 
cuando se aumenta la misma variable (comportamiento exponencial). D. Gráfica Im vs Vm aplicando el protocolo 
alternativo de estimulación mostrando la tendencia promedio de la corriente en células CHO no tansfectadas y 
transfectadas con el vector sin inserto (células control; n = 4) respecto a las células transfectadas con el plásmido 
recombinante (células tratadas; n = 4).  
 
Las corrientes de membrana adquiridas para evaluar el transporte de Cl
-
 al acidificar la 
solución externa hasta un pH = 4.5 aplicando el protocolo alternativo de estimulación (por si 
las corrientes se activan más lentamente y a potenciales más depolarizantes) no presentan 
diferencias estadísticamente signiticativas (p-valor: 0,143. Anexo 7D) en células CHO no 
transfectadas (media = 55,5 ± 10,1 pA a +80 mV; n = 2) y transfectadas con el vector sin 
inserto (media = 56,7 ± 5,2 pA a +80 mV; n = 2) con respecto a células CHO transfectadas 
con el plásmido recombinante (media = 107,9 ± 84,8 pA a +80 mV; n = 4); lo que sugeriría 
que LbClC-D no se activaría de una manera pH-dependiente. Sin embargo, como se deduce 
de su relación Im/Vm (Fig. 24D) y del trazo Im/t (Fig. 24A-C), la corriente en células CHO 
transfectadas con el plásmido recombinante presenta: 1. Una amplitud de corriente de 
membrana mayor a la registrada en células control y que podría sugerir una activación pH-
dependiente como lo encuentran Accardi & Miller. 2. Una corriente de activación al inicio 
del pulso para el voltaje de estimulación de +80 mV, que sugeriría la activación de una 
-12
0
12
24
36
48
60
72
84
96
108
120
-60 -40 -20 0 20 40 60 80
pA
mV
Células control (n=4)
Células tratadas (n=4)
3. Resultados y Discusión   - 65 - 
 
 
corriente de entrada (salida de aniones) que no se observa en células control. 3. Un 
comportamiento exponencial que sugeriría algún componente de voltaje-dependencia 
(observe crecimiento cada vez mayor de la corriente en Fig. 24C mientras se aumenta el 
potencial de la membrana), diferentes del trazo de corriente observado en Fig. 24A-B donde 
las corrientes aumentan linealmente con el aumento del voltaje de estimulación. No 
obstante, el registro obtenido de una de las células CHO transfectadas presenta un 
comportamiento óhmico que es comparable al obtenido en células control (dato no 
mostrado). Evaluando de manera particular cada registro podría haber diferencias en el 
comportamiento de la corriente de membrana para ambos grupos experimentales cuando se 
acidifica la solución externa, sin embargo, un tamaño muestral reducido hace que el análisis 
estadístico sea restrictivo y no permita establecer las diferencias de corriente observadas en 
los casos particulares. A futuro será necesario aumentar el tamaño muestral bajo las 
presentes condiciones experimentales para cada grupo experimental con el propósito de 
poder comparar con un menor error estadístico.    
Para comprobar que la ausencia de corrientes activas en células CHO transfectadas con el 
plásmido recombinante no se debe al modelo de expresión heteróloga, también se 
transfectaron células HEK293 y se realizaron registros de corriente en células transfectadas 
y no transfectadas con el producto de fusión LbClC-D + pmEGFP.  
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A.   B.  
C.   D.  
Figura 25. Gráficas Im/t e Im/Vm adquiridas aplicando el protocolo de estimulación principal (A) y (B), y 
alternativo (C) en células HEK293, correspondientes a los trazos representativos de la corriente en células 
HEK293 sin transfectar (A) y transfectadas con el plásmido recombinante LbClC-D + pmEGFP (B) y (C). D. 
Gráfica Im vs Vm aplicando el protocolo principal de estimulación mostrando la tendencia promedio de la 
corriente en células HEK293 no transfectadas (células control; n = 2) respecto a las células HEK293 
transfectadas con el plásmido recombinante (células tratadas; n = 2). La pendiente (m) corresponde al valor de la 
conductancia de la membrana (gm) promedio de cada grupo experimental estudiado. Las barras de error 
corresponden al valor positivo del intervalo de confianza para la media de cada grupo para el punto de -50 mV 
(menor valor intervalo de confianza) con α = 0,05.  
 
Los registros de corrientes en células HEK293 transfectadas con el plásmido recombinante 
(media = 41,7 ± 23,4 pA a +40 mV; n = 2) no son diferentes significativamente (p-valor: 
0,343. Anexo 7E) de las corrientes obtenidas en células HEK293 sin transfectar (media = 
38,3 ± 26,4 pA a +40 mV; n = 2) aplicando el protocolo de estimulación principal y 
alternativo, como se deduce de las gráficas Im/t e Im/Vm (Fig. 25A-D). La relación Im/Vm 
promedio de células registradas muestran un comportamiento óhmico (lineal) de la 
corriente, indicativo de la ausencia de conductancias voltaje dependientes en los grupos 
estudiados. 
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Previamente se han reportado corrientes de canales de K
+
 voltaje-dependientes endógenos 
en células HEK293, en ausencia de bloqueadores como Cs
+
 y TEA
+ 
[64]. Se aprovechó este 
fenómeno con el fin de mostrar, como control positivo, cómo se comportarían las células en 
presencia de una conductancia dependiente de voltaje para descartar que el montaje y los 
equipos por donde se desplaza la corriente registrada no funcionen adecuadamente. En la 
solución interna se retiró el CsCl y el TEA
+
Cl
-
 y se reemplazó isosmóticamente el K
+
Glu
-
 
por KCl para realizar los registros en células HEK293 control.  
A. B.       
C.  
Figura 26. Control células HEK293. A. Gráfica Im/t adquirida en células HEK293 mostrando el trazo 
representativo de la corriente en presencia de los bloqueadores Cs+ y TEA+ en la solución de la pipeta del 
electrodo y en el baño. B. Gráfica Im/t adquirida en células HEK293 mostrando el trazo representativo de la 
corriente en ausencia de los bloqueadores Cs+ y TEA+. C. Gráfica Im/Vm mostrando el comportamiento 
exponencial característico de la voltaje dependencia encontrada en las células HEK293 en condiciones basales 
sin bloqueadores, con respecto al comportamiento óhmico (lineal) de la corriente en presencia de bloqueadores.  
 
La gráfica Im/t (Fig. 26B) con el trazo representativo de la corriente basal en células 
HEK293 control en ausencia de bloqueadores y su relación Im/Vm muestran el 
comportamiento exponencial típico (no-óhmico) de la presencia de corrientes voltaje 
dependientes (Fig. 26C). Esta es una corriente de salida correspondiente a la extrusión de K
+
 
desde la célula hacia la solución del baño mientras se depolariza la membrana plasmática 
aplicando el protocolo de estimulación principal, en ausencia de bloqueadores. Las 
corrientes de Cl
-
 (y otros aniones) descritas para las proteínas ClC son de entrada y se 
desplazan desde la solución del baño al interior de la célula [30; 42; 46; 47; 54; 72; 73] 
utilizando soluciones externa e interna similares a las empleadas aquí ([Cl
-
ext] >>> [Cl
-
int]). 
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En términos eléctricos, la salida de una carga positiva es equivalente a la entrada de una 
carga negativa a través de la membrana, de manera que si LbClC-D se encuentra expresada 
en la membrana y si su actividad de transporte de aniones fuera voltaje dependiente, debería 
observarse un trazo de corriente (Fig. 26B) y una relación Im/Vm (Fig. 26C) similar a la 
encontrada en estas células HEK293 control, sin embargo, este no es el caso. Si se compara 
el promedio de la corriente en células HEK293 control sin bloqueo con respecto al 
promedio de la corriente en células HEK293 bloqueadas, se obtienen diferencias 
estadísticamente significativas con p-valor = 4.8x10
-7 
(test t – Anexo 7F).  
Para explicar la ausencia de corrientes activas en células CHO y HEK293 transfectadas con 
LbClC-D + pmEGFP (asumiendo que la proteína se expresó en la membrana plasmática); se 
realizó un alineamiento múltiple utilizando la secuencia de aminoácidos de LbClC-D 
traducida por herramientas bioinformáticas, las secuencias empleadas por Dutzler et al [50] 
para su alineamiento en el artículo donde determinaron la estructura tridimensional de las 
proteínas EcClC y StClC en E. coli y S. typhimurium, respectivamente, y las demás 
proteínas homólogas en L. braziliensis estudiadas por el grupo de investigación. 
A.  
 
B.  
 
3. Resultados y Discusión   - 69 - 
 
 
C.  
D.  
E.  
Figura 27. Alineamiento múltiple apoyado en las secuencias ortólogas de LbClC-D relacionadas en el artículo 
de Dutzler et. al [50] mostrando las cuatro regiones con residuos conservativos en la función de proteínas ClC. 
 
En el alineamiento se señalan los segmentos de secuencia conservativos que en disposición 
tridimensional serían responsables de la función –como canal o como co-transportador– de 
proteínas ClC por hacer parte de su filtro de selectividad y estabilización del anión, según 
Dutzler et al [50]. Estos residuos permiten estabilizar el anión en el filtro de selectividad 
mediante dos mecanismos principales: estabilización electrostática y coordinación química. 
LbClC-D (LbrM.33_V2.1260) tiene una secuencia de aminoácidos particular y no 
conservativa de otras proteínas ClC (Fig. 27). La única secuencia conservativa que posee 
LbClC-D es GSGIP, que se ha denominado la “firma” de proteínas ClC (Fig. 27A), y en 
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donde el átomo de hidrógeno del grupo –OH de la cadena lateral de la serina S107 de EcClC 
(S158 en LbClC-D) forma un puente de hidrógeno con el nitrógeno amida de la cadena 
principal de la isoleucina I109 (I160 en LbClC-D) permitiendo que el oxígeno se polarice y 
coordine químicamente de manera parcial el anión en el sitio de unión Scen en el filtro de 
selectividad de la proteínas EcClC  (Fig. 3A) [50; 51]. Sin embargo, GSPIP no es el único 
elemento de secuencia conservativo funcional en proteínas ClC. Del alineamiento se deduce 
que los restantes segmentos de secuencia conservativos en las posiciones correspondientes 
se encuentran ausentes en LbClC-D (Fig. 27B-E), lo que podría explicar la ausencia de 
corrientes activas en este trabajo. Por ejemplo, en el segmento de secuencia GKEGP se 
encuentra el glutamato E148 de EcClC (Fig. 27B) muy importante en la función simultánea 
de apertura y selectividad iónica de la proteína y que es una particularidad de proteínas 
ClC´s respecto de otras proteínas que transportan iones en membranas biológicas. El residuo 
E148 se encuentra entre los extremos amino positivos de las α-hélices F y N (Fig. 2B) que 
estabilizan electrostáticamente el anión a su sitio de unión Sext en la proteína EcClC (Fig 
3B). Esta condición permite la formación de un mínimo energético en la posición de la 
cadena lateral de E148, que se encuentra negativamente cargada a pH fisiológico, y que 
constituye el sitio Sext al cual se une el anión Cl
-
. La presencia de mínimos energéticos 
necesarios para la unión de un ión al filtro de selectividad de cualquier proteína que 
transporte iones a través de la membrana, pues por intermedio de sus aminoácidos debe 
ofrecer justo la energía de solvatación que requiere el ión para deshacerse de su concha de 
hidratación en la solución y unirse, haciendo del proceso de estabilización iónica un evento 
energéticamente favorable y termodinámicamente viable. Esto es, la barrera energética que 
debe superar el ión hidratado en la solución para unirse al filtro de selectividad de la 
proteína es la energía requerida para deshidratarlo [39; pág. 350]. Se postuló entonces que la 
cadena lateral negativa del E148 de EcClC serviría como “compuerta” de todas las proteínas 
ClC al ser desplazada por el Cl
-
 cuando este compite por su posición en el mínimo 
energético. Así, la proteína se encuentra abierta si en la posición del mínimo energético se 
encuentra el Cl
-
 y la cadena lateral de E148 está protonada, se encuentra cerrada si el Cl
-
 
está ausente del mínimo energético y la cadena lateral de E148 está deprotonada ocupando 
su posición [50; 51]. En la posición homóloga de E148 para la proteína LbClC-D se 
encuentra una sustitución por la tirosina Y201 (Fig. 27B). La cadena lateral aromática del 
residuo de tirosina Y201 (carente de un estado de ionización como E) no podría 
posicionarse entre las α-hélices F y N para competir con el Cl- sirviendo como “compuerta” 
de LbClC-D (Fig. 28B), pues no daría lugar a la formación del mínimo energético que 
solvate el anión en esa posición para abrir o cerrar el canal. Y no da lugar a la formación de 
un mínimo energético pues el anillo aromático de LbClC-D en esta posición, al no tener una 
carga asociada, no sería desplazable tras cambios en el mapa electrostático de la proteína 
durante el ciclo de transporte para abrir o cerrar el canal. El anillo aromático de la tirosina 
no se desplazaría para que el anión ocupe el mínimo energético, lo que haría del proceso de 
unión del anión un evento energéticamente desfavorable y termodinámicamente inviable. El 
anión permanecería hidratado en la solución externa y no se uniría al filtro de selectividad 
de la proteína LbClC-D pues su energía de hidratación sería mayor a la energía de 
solvatación que se requeriría para unirlo a un mínimo energético poco inducible sobre 
LbClC-D; por lo que, al no unirse, no habría formación de una corriente activa como se 
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deduce de los registros de corriente realizados en este trabajo. También, cuando algunos 
autores mutan el E148 en el co-transportador EcClC por un residuo neutro como A o Q 
(sustituyen la compuerta de la proteína) se observa que –tras estimulación con voltajes 
depolarizantes– se preserva la corriente de Cl-, hay supresión total en el co-transporte de H+  
y anulación de la pH-dependencia; lo que hace que el comportamiento del mutante EcClC 
no sea distingible de la actividad de transporte de un canal iónico [77; 78]. A partir de estos 
hallazgos se sugirió que la proteína mutante se encuentra abierta y se comportaría como 
canal formando un poro hidrofílico sin la obstrucción de la cadena lateral de E148 al paso 
de Cl
-
 entre la solución extracelular e intracelular (Fig. 3C) [51]. Sin embargo, la cadena 
lateral de la tirosina Y201 encontrada en el entorno del filtro de selectividad de LbClC-D 
(Fig. 28B) en la posición equivalente de E148 (Fig. 27B) –al ser un residuo apolar– formaría 
una barrera dieléctrica difícil de superar energéticamente que obstruiría la eventual 
formación de un poro acuoso para el paso de Cl
-
 a través de  la proteína, con lo que habría 
ausencia de conductancias activas tras la aplicación de voltajes depolarizantes como los 
empleados aquí. Además, a diferencia de la cadena lateral con carga negativa del glutamato, 
la cadena lateral apolar sin carga de la tirosina Y201 no sensaría cambios en el potencial 
eléctrico a través de la membrana, con lo que habría poca probabilidad de una apertura 
voltaje dependiente en LbClC-D tras la estimulación con voltajes depolarizantes, como se 
deduce del comprtamiento óhmico de los resgistros eléctricos realizados en este trabajo 
siempre que la proteína se esté expresando en la membrana plasmática heteróloga. 
 
Figura 28. Modelamiento 3D in-silico de la secuencia de aminoácidos de LbClC-D por homología remota. A. 
Modelado donde se muestra la estructura secundaria de ribbon utilizando el programa de modelamiento y 
visualización Chimera™. B. Región del filtro de selectividad de la proteína para el modelo predicho señalando la 
cadena lateral de la tirosina apolar (amarillo) que no permitiría la unión del anión y obstruiría 
termodinámicamente el poro acuoso al paso de aniones. También se señala la histidina H664 que en EcClC 
corresponde a la tirosina conservativa Y445 importante en la estabilización del anión como donante de un puente 
de H [50] y que tampoco se conserva en LbClC-D. C. Test de Ramachandran que aprueba geométricamente el 
modelo predicho. 86,9% de los residuos (en rojo) tienen ángulos phi-psi permitidos. 11,5% (en amarillo vivo) 
están en regiones adicionales permitidas. Solo 0,8% de residuos se agrupan en regiones no permitidas (blanco). 
Otro residuo conservativo importante en la función proteínas ClC es el aminoácido que 
ocupa la posición homóloga E203 de EcClC (Fig. 27C). Esta posición es ocupada por un 
residuo de glutamato (E) en las sub-familias de proteínas ClC que se han descrito como 
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intercambiadores Cl
-
/H
+
 y se ha podido establecer que está asociado específicamente a la 
función de transporte de H
+
 ya que es el grupo carboxilo de este residuo el encargado de 
donar el protón necesario para el cotransporte Cl
-
/H
+
. La posición es ocupada por el 
aminoácido valina (V) en las subfamilias de proteínas ClC que se han descrito como canales 
aniónicos selectivos a Cl
-
. Algunos autores [52; 53] han realizado estudios en los que 
combinan cristalografía, mutagénesis y electrofisiología en EcClC que permiten sugerir que 
cuando el glutamato E203 (expuesto del lado intracelular de la proteína) es neutralizado 
mediante la mutación E203Q, se anula totalmente la extrusión de H
+
 acoplada al ingreso de 
Cl
-
 en el co-transportador, aunque el transporte de Cl
-
 se mantiene y solo disminuye a pH 
neutro pues se conserva el residuo E148, el otro glutamato fundamental de proteínas ClC 
expuesto del lado extracelular de la proteína. Cuando realizan la doble mutación 
E148A/E203Q, EcClC se comporta como un canal iónico selectivo a Cl
-
 independiente del 
pH, indistingible del mutante E148A de EcClC, como se explicó en el párrafo anterior. En 
la proteína LbClC-D, la posición homóloga de E203 es ocupada por la leucina L268 (Fig. 
27C). La cadena lateral de la leucina es apolar y no posee la capacidad para donar un H
+
 que 
permita el cotransporte Cl
-
/H
+
 desde el lado intracelular de LbClC-D. Si se tiene en cuenta 
que adicionalmente el equivalente de E148 en LbClC-D, que debería estar expuesto del lado 
extracelular de la proteína para el co-transporte de Cl
-
, se encuentra sustituído por la tirosina 
Y201; tendríamos una situación en la que LbClC-D sería una especie de doble mutante 
E201Y/E268L para el cual el transporte de Cl
-
 en una dirección y el transporte de H
+
 en la 
dirección contraria sería energéticamente muy costoso y casi inviable termondinámicamente 
(función co-transportador). Asimismo el transporte de Cl
-
 en una sola dirección (función 
canal iónico). 
La figura 27D muestra el cuarto elemento de secuencia conservativo de proteínas ClC, la 
secuencia GXFXP. En la estructura cristal de EcClC [50] esta secuencia corresponde a 
GIFAP, que contiene la isoleucina I356 y la fenilalanina F357 (Fig. 3A). Los átomos de 
nitrógeno amida “libres” de ambos aminoácidos en estas posiciones coordinan 
químicamente el anión en el sitio Sext y Scen por intermedio de puentes de hidrógeno. Estos 
átomos de nitrógeno amida están libres pues justo en esa posición comienza la α-hélice N 
(Fig. 3B) y no se encuentran formando puentes de hidrógeno con la proteína para estabilizar 
la hélice. En la proteína LbClC-D estudiada aquí, I356 y F357 se encuentran sustituídos por 
los residuos de treonina T570 y metionina M571, respectivamente (Fig. 27D). La primera 
corresponde a una sustitución que cambia la cadena lateral apolar de la isoleucina por la 
cadena polar de la treonina con un grupo –OH, sin embargo, en esta posición puede ir 
cualquier aminoácido según el segmento conservativo GXFXP. La segunda corresponde a 
una sustitución que no cambia la naturaleza apolar de la cadena lateral del aminoácido. No 
obstante como expliqué previamente, no son las cadenas laterales de los aminoácidos en 
estas posiciones las que están implicadas en la estabilización del anión, sino los átomos de 
nitrógeno amida libres en el extremo amino positivo de la α-hélice N. En ese sentido no 
habría inconvenientes para la eventual función de estabilización del anión y transporte de 
LbClC-D, aunque hay que resaltar que en estas posiciones no se conserva ningún 
aminoácido como sucede en otras proteínas ClC (Fig. 27D). 
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Finalmente, el quinto elemento de secuencia conservativo de proteínas ClC corresponde a la 
tirosina Y445 de EcClC y que en LbClC-D se encuentra sustituída por la histidina H664 
(Fig. 27E y Fig. 28B). En EcClC, la Y445 coordina químicamente el anión en el sitio Scen 
del filtro de selectividad al lado de la S107 y junto a I356 y F357 (Fig. 3). La presencia del 
grupo –OH unido al anillo aromático de la cadena lateral del residuo de tirosina Y445 lo 
hace un buen donor de H y por tanto un buen ligando para la estabilización parcial del anión 
en el filtro de selectividad de proteínas ClC [50]. La posición homóloga de Y445 para 
LbClC-D la ocupa el residuo de histidina H664 (Fig. 27E y Fig. 28B). La histidina es uno de 
los tres aminoácidos básicos encontrados en proteínas, que por definición lo hace un 
excelente aceptor de protones, contrastando con la función donora de protones del residuo 
de tirosina en esta posición para las demás proteínas ClC [50; 51]. Aunque hay que 
mencionar que con un pKa = 6.0, el grupo imidazol de la cadena lateral de la histidina 
podría aceptar o donar protones a pH fisiológico dependiendo del microambiente en que se 
encuentre. Así, la capacidad para estabilizar un anión en su filtro de selectividad por parte 
de LbClC-D estaría comprometida por la ausencia del residuo de tirosina altamente 
conservado otras proteínas ClC. En resumen, según su estrucutra primaria, LbClC-D 
estabilizaría incompletamente el anión en su filtro de selectividad toda vez que están 
ausentes los residuos homólogos Y445 (H664 en LbClC-D), I356 (T570 en LbClC-D), F357 
(M571 en LbClC-D) que en EcClC se encargan de la coordinación química del anión. Sólo 
la serina S158 homóloga (S107 en EcClC) se conserva en el entorno del filtro de 
selectividad de LbClC-D. Adicionalmente, como expliqué antes, LbClC-D no solo no sería 
capaz de estabilizar completamente el anión en Sext y Scen, sino que no tendría la capacidad 
para seleccionarlo y abrir la “compuerta” de la proteína para su transporte en cualquiera de 
sus dos configuraciones descritas hasta hoy (canal de Cl
-
 o co-transportador Cl
-
/H
+
) debido a 
la ausencia de los residuos correspondientes en las posiciones homólogas del glutamato 
E148 (Y201 en LbClC-D; Fig. 27B) y E203 (L268 en LbClC-D; Fig. 25C) que en EcClC 
permiten la selectividad del anión y apertura de la proteína para el paso del mismo.  
Si LbClC-D se está expresando en la membrana plasmática de la célula heteróloga, todos 
estos hallazgos explicarían la ausencia de corrientes activas en células transfectadas pues la 
ausencia de residuos conservativos afectaría (en LbClC-D) la relación estructura-función 
altamente conservada en otras proteínas ClC. Para probar esta hipótesis, se realizaron dos 
mutaciones puntuales en LbClC-D. La primera mutación fue Y201E, en la que se reemplaza 
un residuo de tirosina por un residuo de glutamato en la posición 201 de LbClC-D 
(homólogo al aminoácido 148 en EcClC correspondiente al glutamato de la “compuerta” de 
Cl
-
 de la proteína). La segunda mutación fue L268E, en la que se reemplaza un residuo de 
leucina por un residuo de glutamato en la posición 268 (homólogo al aminoácido 203 en 
EcClC correspondiente al glutamato de la “compuerta” de H+ en las proteínas ClC que se 
comportan como intercambiadores Cl
-
/H
+
). 
 
- 74 -  3. Resultados y Discusión 
 
 
3.5 Incorporación de la mutación Y201E y L268E en la 
secuencia LbClC-D 
En el estudio de muchas proteínas se incorporan mutaciones en residuos específicos para 
establecer relaciones estructura-función con el fin de esclarecer los mecanismos moleculares 
implicados en su actividad a nivel celular. Algunos autores han realizado experimentos de 
mutagénesis para sustituír algunos residuos importantes en la función de proteínas ClC. 
Cuando el residuo E148 de EcClC, que se ha descrito previamente como intercambiador 
2Cl
-
/H
+
, es mutado por un residuo neutro (A o Q), se ve afectado el fast gating del canal 
(apertura voltaje dependiente) aumentando la conductancia al Cl
-
 [51], anula el efecto 
regulador de pH y se pierde la capacidad de discriminar entre diferentes aniones [52]. Esta 
mutación tendría un efecto similar a la disminución de pH, con lo cual se infiere que E148 
desprotonado sería capaz de sensar pH [52] y cerrar el canal [51]. Por otra parte, el 
glutamato E203 de EcCLC y StClC (también sustituído en LbClC-D; Fig. 27C), asociado al 
transporte de H
+
, está sustituido por valina en aquellas proteínas ClC de mamífero como 
hClC-1 (Fig. 27C) que se comportan como canales de Cl
-
 [76]. Pero cuando este glutamato 
fue mutado por un residuo neutro en el intercambiador hCLC6 de humanos, se encontró que 
la conductancia de cloruro desapareció [54]. Como posible herramienta para evaluar el 
comportamiento de la proteína LbClC-D restituyendo algunos residuos ausentes de su filtro 
de selectividad que permitan estudiar la ausencia de actividad de transporte en LbClC-D 
WT, se incorporó una mutación en el codón para la tirosina Y201 (E148 en EcCLC) 
sustituyéndose por un codón para glutamato y así formar la proteína mutante (LbClC-D 
Y201E). También se incorporó una mutación en el codón para la leucina L268 (E203 en 
EcCLC) sustituyéndose por un codón para glutamato y así formar la proteína mutante 
(LbClC-D L268E).  
Para introducir la mutación se realizó una PCR convencional utilizando el plásmido 
recombinante pGEM-T Easy+ LbCLC-D como plantilla (tabla 11) y usando cebadores a los 
cuales se les hizo la sustitución del codón (tabla10). El producto obtenido se digirió con 
DpnI para eliminar la plantilla parental metilada y con el plásmido recombinante mutado se 
transformaron bacterias competentes. Las bacterias se seleccionaron y se extrajo ADN 
plasmídico de 3 colonias blancas por mutante. Con este plásmido como plantilla se realizó 
una PCR convencional usando una combinación de los cebadores 2733 (Fw) y 2733 (Rv) 
(tabla 3). Los productos de reacción fueron corridos por electroforesis y revelados en un gel 
de agarosa (Fig. 29A). Las mutagénesis existosas fueron verificadas por secuenciación de 
los dos plásmidos recombinantes obtenidos (Fig. 29B)  
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A.    B. 
Figura 29. Generación de mutantes de LbClC-D. A. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con los productos de 
la reacción de PCR. Carril 1: marcador de peso molecular 300 pb-10000 pb. Carril 2: control positivo utilizando 
como plantilla el plásmido recombinante parental y la pareja de cebadores 2733 (Fw) y 2733 (Rv) para un 
producto peso esperado ~2,7 kb. Carriles 3-5: producto peso esperado ~2,7 kb utilizando como plantilla el 
plásmido recombinante mutante Y201E. Carriles 6-8: producto peso esperado ~2,7 kb utilizando como plantilla 
el plásmido recombinante mutante L268E. B. Recorte de los alineamientos de secuencia mostrando el éxito de la 
mutación Y201E (triplete 601-GAG-603) y la mutación L268E (triplete 802-GAG-804). Las secuencias 
completas alineadas de LbClC-D Y201E y LbClC-D L268E obtenidas se encuentran en el anexo 4 y 5, 
respectivamente. 
Como perpectivas de este trabajo se podrían estudiar los mutantes LbClC-D Y201E y 
LbClC-D L268E en un futuro proyecto para evaluar las relaciones estructura-función a que 
hay lugar, como se explicó previamente. 
3.6 Perspectivas 
3.6.1 Inicio de experimentos para insertar LbClC-D en el vector p-
Display 
Como se mencionó antes, las imágenes de fluorescencia de células CHO y HEK293 
transfectadas con el plásmido recombinante LbClC-D + pmEGFP no permiten definir con 
certeza si la proteína fusión LbClC-D + mEGFP se está expresando en la membrana 
plasmática o en el citoplasma. La discusión previa sobre los resultados obtenidos en el 
presente trabajo se realizaron asumiendo que el producto de fusión foráneo se está 
expresando en la membrana plasmática de células CHO y HEK 293, sin embargo, las 
imágenes de fluorescencia no permiten hacer esta afirmación con total certeza y se hace 
necesario descartar la posibilidad de que LbClC-D + mEGFP se esté expresando en el 
citoplasma y, si este es el caso, tomar estrategias que permitan aumentar el coeficiente de 
reparto del constructo foráneo hacia la membrana plasmática del sistema heterólogo. Para 
ello, el laboratorio adquirió recientemente el vector de expresión p-Display™ (Fig. 30A) 
para la expresión de proteínas sobre la superficie de células mamíferas (Invitrogen). El 
vector p-Display™ fusionaría al extremo amino terminal del amplicón LbClC-D + mEGFP 
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la cadena K de la secuencia líder de la Ig murina que direccionaría la proteína hacia la vía 
secretoria y fusionaría al extremo carboxilo terminal del inserto el dominio transmembrana 
del receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) que anclaría el 
producto de fusión LbClC-D + mEGFP a la membrana plasmática. 
A. B.  
Figura 30. A. Mapa del vector de expresión p-Display™ (Invitrogen). Se muestra el origen de replicación (f1 
ori); el promotor CMV para la unión de la ARNpol; los dominios flanqueantes del inserto que permiten 
direccionarlo hacia la vía secretoria y anclarlo a la embrana plasmática de células mamíferas; gen de resistencia 
a ampicilina; y algunos sitios de reconocimiento de enzimas de restricción. B. Secuencia del vector p-Display. 
Se muestran los sitios de restricción XmaI y SalI entre los cuales se insertará el producto de fusión génica 
LbClC-D+mEGFP. 
Se diseñaron cebadores con sitios de restricción 5´XmaI y 3´SalI (tabla 13) para amplificar 
mediante PCR convencional el producto de fusión génica LbClC-D + mEGFP (~3.5 kb) 
utilizando como plantilla el plásmido recombinante LbClC-D + pmEGFP obtenido 
previamente en este trabajo.  
Tabla 13. Cebadores diseñados y sus parámetros fisicoquímicos. En rojo se señalan sitios de restricción para 
XmaI y SalI. 
Cebador Secuencia (5´→3´) Longitud Tm %GC 
FwLbClCD-
mEGFP_pDisplayXmaI 
 
ATATATCCCGGGAAGATGGCTCGCTACGAGTC 
 32 75,0 53 
Rv_mEGFP_SalI 
 
ATATATGTCGACCTTGTACAGCTCGTCCATGCC 
 33 73,7 48 
 
La idea de obtener el amplicón LbClC-D fusionado al gen reportero mEGFP es con el fin de 
monitorear su expresión pues p-Display™ no permite la visualización del producto 
expresado en células vivas, como las utilizadas en las preparaciones para registros 
electrofisiológicos. Se realizó una reacción de PCR con rampa de temperatura de 
anillamiento utilizando los substratos mencionados previamente y el protocolo de variación 
de temperaturas relacionado en la tabla 14.  
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Tabla 14. Programa de variación de temperatura y tiempos empleados en la PCR para obtener el producto de 
fusión génica LbClC-D + mEGFP utilizando como plantilla el plásmido recombinante LbClC-D+pmEGFP. 
Programa Temperatura (°C) tiempo (min) Ciclos 
Iniciación 94 5 1 
Desnaturalización 94 30 s. 
 
35 
Hibridación 57 – 65 °C 2 
Extensión 72 4 
Elongación final 72 15 1 
Almacenamiento 4  0 
 
Los productos de la PCR fueron sembrados en un gel de agarosa 1.5 % en solución TAE 1X 
con 30 ng de bromuro de etidio, se corrieron por electroforesis a 80 V durante 90 minutos y 
se revelaron con luz UV (Fig. 31). 
 
Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con los productos de PCR con rampa de temperatura para 
obtener el producto de fusión génica LbClC-D+mEGFP. Carril 1: marcador de peso molecular 300 pb-10000 pb. 
Carril 2: producto peso esperado ~1365 pb utilizado como control positivo. Carriles 3-8: producto peso esperado 
~3.5 kb correspondiente al producto de fusión génica obtenido con temperaturas de hibridización 57.5 °C, 58.6 
°C, 60.2 °C, 62.1 °C, 63.7 °C y 64,6 °C. 
Se escogió la temperatura de anillamiento 58,6 °C para realizar la PCR preparativa (Fig. 32) 
con el fin de obtener el amplicón LbClC-D + mEGFP en cantidades suficientes para la 
reacción de digestión con XmaI y SalI.  
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Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con los productos de la PCR preparativa para obtener el 
producto de fusión génica LbClC-D+mEGFP. Carril 1: marcador de peso molecular 300 pb-10000 pb. Carril 2: 
producto peso esperado ~1365 pb utilizado como control positivo. Carriles 3 y 4: producto peso esperado ~3.5 
kb correspondiente al producto de fusión génica obtenido con temperatura de hibridización 58.6 °C.  
La sección de gel con la banda peso esperado ~3.5 kb que podría corresponder al producto 
de fusión génica LbClC-D+mEGFP fue cortada, purificada y digerida con las enzimas de 
restricción XmaI y SalI. Enzimas con las cuales también se digirió el vector de expresión p-
Display™. Se han realizado dos ensayos para la ligación de LbClC-D+mEGFP al vector p-
Display, sin embargo, no se ha obtenido aún una UFC positiva en PCR de colonia (Fig. 33) 
luego de la reacción de transformación de células E. coli TOP10 competentes. 
 
Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con los productos de la PCR de colonia para verificar la 
obtención del clon LbClC-D+mEGFP+p-Display. Carril 1: marcador de peso molecular 300 pb-10000 pb. Carril 
2: producto peso esperado ~950 pb utilizado como control positivo. Carriles 3-9: ausencia banda peso esperado 
(~3.5 kb) cuando se hacen repiques en la reacción de PCR desde clones transformados con la reacción de 
ligación LbClC-D+mEGFP+p-Display. Carril 10: Control negativo en el que se reemplazó la plantilla repique 
por agua libre de nucleasas. 
 
Se podrían continuar estos experimentos con el fin de aumentar el coeficiente de reparto del 
producto de fusión LbClC-D + mEGFP hacia la membrana plasmática del sistema 
heterólogo si es que se está expresando en el citoplasma.  
A pesar que el análisis de la estructura primaria de LbClC-D permite deducir algunos 
aspectos termodinámicos que dejan entrever la incapacidad que tendría esta proteína para 
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unir y transportar aniones, el hecho de que eventualmente se esté expresando en el 
citoplasma del sistema heterólogo, no permite llegar a conclusiones rotundas sobre LbClC-
D y podría llegar a ser posible que se detecten a futuro corrientes sobre la membrana de 
células transfectadas. Si este es el caso la pregunta inmediata sería si LbClC-D se 
comportaría como canal de aniones o como co-transportador acoplado de los mismos. 
Análisis filogenéticos por bioinformática de la secuencia de aminoácidos LbClC-D obtenida 
muestran que esta proteína se agrupa principalmente con proteínas tipo ClC-6 en mamíferos 
(anexo 6), que se comportan como cotransportadores Cl
-
/H
+
 [54]. 
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 4. Conclusiones y recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
1. Se obtuvo la secuencia completa del gen LbClC-D de L. braziliensis con 99,6 % de 
identidad con respecto a la reportada en bases de datos y se clonó exitosamente en 
el vector de clonación pGEM®-T Easy y en el vector de expresión pmEGFP-1. 
 
2. Células CHO  registraron pequeñas corrientes de salida no voltaje-dependientes de 
amplitud similar en células no transfectadas y transfectadas a pH 7.4 (p-valor = 
0,216). 
  
3. Registros tomados a pH 4,5 muestran diferencias apreciables en la amplitud y 
cinética de la corriente de células no transfectadas y transfectadas con el vector sólo 
(56,1 ± 6,1 pA a +80 mV n = 4) con respecto a células transfectadas con el plásmido 
recombinante (107,9 ± 84,8 pA a +80 mV; n = 4); aunque las diferencias no son 
estadísticamente significativas (p-valor = 0,143).  
 
4. Los resultados sugieren que LbClC-D se comportaría como un co-transportador 
H
+
/Cl
-
 pH-dependiente, pero deben realizarse más estudios que permitan 
corroborarlo estadísticamente. 
 
5. No se observan diferencias estadísticamente significativas en las corrientes de 
membrana entre los tres grupos experimentales de células CHO estudiados cuando 
se evaluó el transporte de NO3
-
. 
 
6. La estructura primaria de LbClC-D no es conservativa con respecto a otras 
proteínas ClC altamente conservadas, especialmente en la región de su filtro de 
selectividad. 
4.2 Recomendaciones 
1. Para realizar nuevos registros de corriente de membrana y evaluar la función de la 
proteína LblC-D, es necesario descartar que se esté expresando en el citoplasma y, 
si este es el caso, tomar estrategias que permitan aumentar el coeficiente de reparto 
del constructo foráneo LbClC-D + mEGFP hacia la membrana plasmática del 
sistema heterólogo. En el presente trabajo se comenzaron los experimentos con el 
- 80 -  4. Conclusiones y recomendaciones 
 
 
fin de lograr ese propósito. Ya se estandarizaron las condiciones de la PCR para 
obtener el producto de fusión que habrá de cortarse con las enzimas de digestión 
que escogí para diseñar los cebadores, y ligar al vector de expresión p-Display™ 
para aumentar el reparto de LbClC-D+mEGFP hacia la membrana plasmática en el 
sistema heterólogo luego de realizar la transfección. 
 
2. Es necesario llevar a cabo la generación de anticuerpos policlonales que permitan 
monitorear la expresión de la proteína LbClC-D en promastigotes y amastigotes de 
Leishmania y en el sistema heterólogo de estudio. 
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Anexo 1. Alineamiento de la secuencia LbClC-D reportada en GeneDB y el segmento de secuencia LnClC-D 
obtenido a partir de ADNc de L. naifi (cepa MHOM/BR/79/M553) con 99.9 % de identidad.
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Anexo 2. Alineamiento de la secuencia LbClC-D reportada en GeneDB y la secuencia LbClC-D obtenida a partir 
de ADNc de L. braziliensis (cepa HOM/BR/75/M2903) con 99.6 % de identidad clonada en el vector pGEM®-T 
Easy.
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Anexo 3. Alineamiento de la secuencia LbClC-D (cepa HOM/BR/75/M2903) y la secuencia LbClC-D clonada 
en el vector de expresión pmEGFP-1 con 99.5 % de identidad de L.braziliensis 
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Anexo 4. Alineamiento de la secuencia LbClC-D (cepa HOM/BR/75/M2903) y la secuencia LbClC-D Y201E 
mutante de L. braziliensis. 
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Anexo 5. Alineamiento de la secuencia LbClC-D (cepa HOM/BR/75/M2903) y la secuencia LbClC-D L268E 
mutante de L. braziliensis. 
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Anexo 6. Filogenias predichas por bioinformática donde se relaciona la secuencia de aminoácidos de LbClC-D. 
 
Las 50 secuencias utilizadas como input para el análisis de esta filogenia se obtuvieron por búsqueda y 
alineamiento previo por BLASTp de la secuencia LbClC-D (LbrM33_V2.1260 – flecha). La proteína LbClC-D 
se agrupa con proteínas ClC de otras especies cercanas evolutivamente a L. braziliensis. 
Anexo   U 
 
 
 
 
Para esta hipótesis de filogenia se utilizaron secuencias representativas de cada sub-familia de proteínas ClC en 
mamíferos (ClC-0 a ClC-7 en cuatro grupos animales) junto con la secuencia LbClC-D (LbrM33_V2.1260 – 
flecha) como input en el estudio de filogenia. 
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Para esta predicción filogenética se utilizaron secuencias representativas de las proteínas ClC-6 y ClC-7 de 
varios grupos de mamíferos junto con la secuencia de aminoácidos LbClC-D (LbrM33_V2.1260 – f lecha). Las 
diferentes secuencias ClC-6 y ClC-7 se obtuvieron realizando un BLASTp previo donde se contrastaba un 
representante de cada sub-familia ClC contra la base de datos total. Las 25 secuencias ClC-6 y las 25 secuencias 
ClC-7 con mejor score y de diferentes organismos se escogieron y se utilizaron como input en el análisis 
filogenético, además de la secuencia LbClC-D. 
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Anexo 7. Pruebas estadísticas. Pruebas F para evaluar homocedasticidad y pruebas t para evaluar diferencias 
entre medias. Ambas pruebas con significancia α = 0,05. 
A. 
Prueba F para varianzas de dos muestras cuando se aplica protocolo principal de estimulación en CHO 
  No transfectadas y vector solo Plásmido recombinante 
Media 44.488199 45.32189016 
Varianza 106.3861341 83.90613908 
Observaciones 19 19 
Grados de libertad 18 18 
F 1.267918358 
 P(F<=f) una cola 0.309934228 
 Valor crítico para F (una cola) 2.217197134   
 
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales aplicando protocolo principal de estimulación en 
células CHO 
  No transfectadas y vector solo Plásmido recombinante 
Media 44.488199 45.32189016 
Varianza 106.3861341 83.90613908 
Observaciones 19 19 
Varianza agrupada 95.1461366 
 Diferencia hipotética de las medias 0 
 Grados de libertad 36 
 Estadístico t -0.263433753 
 P(T<=t) una cola 0.396859153 
 Valor crítico de t (una cola) 1.688297694 
 P(T<=t) dos colas 0.793718306 
 Valor crítico de t (dos colas) 2.028093987   
 
B. 
Prueba F para varianzas de dos muestras cuando se aplica protocolo alternativo de estimulación en células CHO 
  No tansfectadas y vector solo Plásmido recombinante 
Media 64.7534532 68.58764925 
Varianza 14.0031887 22.63972373 
Observaciones 5 4 
Grados de libertad 4 3 
F 0.61852295 
 P(F<=f) una cola 0.319243647 
 Valor crítico para F (una cola) 0.15171325   
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales cuando se aplica protocolo alternativo de 
estimulación en CHO 
  No tansfectadas y vector solo Plásmido recombinante 
Media 64.7534532 68.58764925 
Varianza 14.0031887 22.63972373 
Observaciones 5 4 
Varianza agrupada 17.70456086 
 Diferencia hipotética de las medias 0 
 Grados de libertad 7 
 Estadístico t -1.358393138 
 P(T<=t) una cola 0.108244784 
 Valor crítico de t (una cola) 1.894578604 
 P(T<=t) dos colas 0.216489568 
 Valor crítico de t (dos colas) 2.364624251   
 
C. 
Prueba F para varianzas de dos muestras evaluando NO3
- en CHO 
  No transfectadas y vector solo Plásmido recombinante 
Media 31.03359175 33.409308 
Varianza 3.911451951 8.453078657 
Observaciones 4 3 
Grados de libertad 3 2 
F 0.462725134 
 P(F<=f) una cola 0.262251324 
 Valor crítico para F (una cola) 0.104689082   
 
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales evaluando NO3
- en CHO 
  No transfectadas y vector solo Plásmido recombinante 
Media 31.03359175 33.409308 
Varianza 3.911451951 8.453078657 
Observaciones 4 3 
Varianza agrupada 5.728102633 
 Diferencia hipotética de las medias 0 
 Grados de libertad 5 
 Estadístico t -1.299663062 
 P(T<=t) una cola 0.125203724 
 Valor crítico de t (una cola) 2.015048372 
 P(T<=t) dos colas 0.250407449 
 Valor crítico de t (dos colas) 2.570581835   
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D. 
Prueba F para varianzas de dos muestras cuando se acidifica la solución externa con HCl en CHO 
  No transfectadas y vector solo Transfectadas recombinante 
Media 56.1175555 107.9465185 
Varianza 16.69210402 2550.029293 
Observaciones 4 4 
Grados de libertad 3 3 
F 0.006545848 
 P(F<=f) una cola 0.000888584 
 Valor crítico para F (una cola) 0.107797789   
 
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas diferentes cuando se acidifica la solución externa con 
HCl en CHO 
  No transfectadas y vector solo Transfectadas recombinante 
Media 56.1175555 107.9465185 
Varianza 16.69210402 2550.029293 
Observaciones 4 4 
Diferencia hipotética de las medias 0 
 Grados de libertad 3 
 Estadístico t -1.969450668 
 P(T<=t) una cola 0.07176181 
 Valor crítico de t (una cola) 2.353363435 
 P(T<=t) dos colas 0.143523621 
 Valor crítico de t (dos colas) 3.182446305   
 
E. 
Prueba F para varianzas de dos muestras en células HEK293 
  HEK no transfectadas HEK transfectadas recombinante 
Media 38.2744235 41.697849 
Varianza 8.649659485 6.784071391 
Observaciones 2 2 
Grados de libertad 1 1 
F 1.274995351 
 P(F<=f) una cola 0.46142923 
 Valor crítico para F (una cola) 161.4476387   
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales en células HEK293 
  HEK no transfectadas HEK transfectadas rrecombinante 
Media 38.2744235 41.697849 
Varianza 8.649659485 6.784071391 
Observaciones 2 2 
Varianza agrupada 7.716865438 
 Diferencia hipotética de las medias 0 
 Grados de libertad 2 
 Estadístico t -1.232368014 
 P(T<=t) una cola 0.171513599 
 Valor crítico de t (una cola) 2.91998558 
 P(T<=t) dos colas 0.343027198 
 Valor crítico de t (dos colas) 4.30265273   
 
F. 
Prueba F para varianzas de dos muestras en HEK vs CHO 
  HEK control CHO transfectadas 
Media 304.1066774 44.05873226 
Varianza 288.6556913 85.43989387 
Observaciones 5 19 
Grados de libertad 4 18 
F 3.378465003 
 P(F<=f) una cola 0.031442799 
 Valor crítico para F (una cola) 2.927744173   
 
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales en HEK vs CHO 
  HEK control CHO transfectadas 
Media 304.1066774 44.05873226 
Varianza 288.6556913 85.43989387 
Observaciones 5 19 
Diferencia hipotética de las medias 0 
 Grados de libertad 5 
 Estadístico t 32.96557026 
 P(T<=t) una cola 2.41379E-07 
 Valor crítico de t (una cola) 2.015048372 
 P(T<=t) dos colas 4.82757E-07 
 Valor crítico de t (dos colas) 2.570581835   
 
